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Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi 
bakteriofagov 
Povzetek:  
Bakteriofagi so naravni ubijalci bakterij. Predstavljajo alternativo antibiotikom pri boju z 
bakterijskimi okužbami. Da bi bila bakteriofagna terapija uspešna, je potrebno poznati 
bakteriofagni odziv na bakterijo v različnih fizioloških stanjih, ki jih lahko najdemo v 
človeškem telesu. Bakterije z nizko metabolno aktivnostjo v neugodnem, omejenem 
okolju povzročajo latentne in trdovratne okužbe. Bakteriofagno inficirane bakterije v 
okolju z malo hranivi vstopijo v reverzibilno dormantno stanje imenovano hibernacija. 
Pri eksperimentalnem delu smo s hitrostjo redčenja določali hitrost rasti bakterijske 
kulture in se v fazi limitacije približevali stacionarni fazi rasti in spremljali bakteriofagno 
infekcijo in propagacijo v E.coli z nizko metabolno aktivnostjo. Hibernacijski efekt 
oziroma nenaden porast prostih bakteriofagov je bil dosežen z dodatnim svežih hraniv, s 
povišanjem bakterijske metabolne aktivnosti. 
Ključne besede: Bakteriofag T4, bakterija E.coli, hibernacija, fiziološko stanje, 
stacionarna faza rasti. 
 
The influence of physiological state of bacteria Escherichia coli on occurrence of 
hibernation mode in formation of bacteriophages 
Abstract:  
Bacteriophages are natural killers of bacteria. They represent a plausible alternative to 
antibiotics. For phage therapy to be successful, we have to learn its effect on bacteria in 
different physiological states that can be found in human body. Bacteria with low 
metabolic activity in limiting conditions cause latent and persistent infections. 
Bacteriophage infected bacteria in limiting conditions enter a reversible dormant state 
called hibernation mode. In experimental work, dilution rate was used to determine 
bacterial growth rate. In the phase of limitation we approached the stationary growth 
phase and studied bacteriophage infection and propagation in E.coli with low metabolic 
activity. Hibernation effect or sudden increase of free bacteriophages was achieved with 
the adidion of fresh nutrients correspondingly with the increase of bacterial metabolic 
activity. 
Keywords: Bacteriophage T4, bacteria E.coli, hibernation, physiological state, 
stationary growth phase  
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1 Pregled literature 
1.1 Bakterija Escherichia coli 
Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge je bila kot gostiteljska celica za bakteriofag 
T4 uporabljena bakterija Escherichia coli ali krajše E.coli K-12 MG1655. E.coli je hitro 
rastoča Gram negativna bakterija iz družine Enterobacteriaceae. Je fakultativna 
anaerobna bakterija paličaste oblike in meri približno 1 µm v dolžino in 0,35 µm v širino. 
Aktivno premikanje bakterije omogoča biček ali flagela, piliji pa omogočajo bakteriji 
orientacijo v prostoru in možnost adhezije na različne površine ali pa na ostale celice [1]. 
E.coli je nezahtevna za gojenje in lahko raste v tako anaerobnih kot aerobnih pogojih, 
torej v prisotnosti ali v odsotnosti kisika, omejena pa je na temperaturo in pH. Optimalna 
rast bakterije E.coli poteka pri temperaturi 37 °C in pH 7. E.coli je najbolj raziskan 
mikroorganizem na svetu in odličen modelni organizem za biološke raziskave, saj je 
podvojitveni čas pri optimalnih pogojih med 20 in 40 minut. Biotehnološke aplikacije, ki 
veljajo za E.coli in so bile razvite s pomočjo E.coli so lahko uporabljene na različnih 
mikroorganizmih [2]. 
E.coli se razmnožuje z binarno delitvijo, kjer v nastanku ene generacije, v generacijskem 
času nastaneta dve hčerinski celici iz ene materinske celice. Hčerinski celici delujeta kot 
samostojni enoti. Generacijski čas pri optimalnih pogojih rasti traja približno 20 minut 
lahko pa varira, saj je odvisen od genetskih lastnosti bakterije in od pogojev gojenja [3]. 
Ko dosežemo optimalne rastne pogoje postane generacijski čas konstanten, takrat 
pravimo, da je bakterija v eksponentni fazi rasti. Glede na število generacij (n) in začetno 
število bakterij (N0) lahko s pomočjo enačbe (1) izračunamo in predvidimo končno število 
bakterij (N) [4]. 
𝑁 = 𝑁0 ∙ 2
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1.1.1 Šaržno gojenje bakterij  
Šaržno gojenje bakterijskih celic je nestacionaren proces, kjer ni vtoka in iztoka glavne 
mase, volumen pa je konstanten. Šaržno gojenje bakterijskih celic poteka v bioreaktorju 
pri konstantni temperaturi 37 °C in konstantnem mešanju ali pa v erlenmajerici na 
stresalniku ki prepreči tvorbo biofilmov. Fiziološko stanje bakterij se spreminja skozi 
celoten proces šaržnega gojenja pri čemer lahko zaznamo različne faze rasti bakterije. 
Faze rasti bakterijske kulture se razlikujejo po hitrosti delitve bakterij. To definiramo s 
količino, imenovano specifična hitrost rasti µ [h-1], ki je po Monodovem modelu (enačba 
2) odvisna od koncentracije limitnega substrata S [kg m-3], maksimalne specifične hitrosti 
rasti µmax. [h





                                                        (2) 
Področja različnih faz rasti so kot celota prikazana v rastni krivulji bakterijskih celic. 
Rastno krivuljo sestavljajo lag faza oziroma faza prilagoditve, eksponentna faza rasti, 
stacionarna faza in faza odmiranja [5]. 
 
Slika 1: Prikaz rastne krivulje bakterijske kulture kot logaritemsko število viabilnih 
bakterijskih celic v odvisnosti od časa gojenja [5]. 
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 Prilagoditvena faza 
Lag faza oziroma prilagoditvena faza je obdobje, ko bakterijska kultura ne raste vendar 
je metabolno aktivna. Specifična hitrost rasti µ je praktično nič. Gre za prilagoditev 
bakterijskih celic na novo okolje s sintezo novih proteinov, koencimov in vitaminov. 
Bakterijska kultura se veča vendar se ne deli. Prilagoditvena faza je lahko pri različnih 
rastnih pogojih in različnih fizioloških stanjih bakterijskih kultur različno dolga [5]. Do 
prilagoditvene faze rasti pride pri prenosu bakterij iz delovne banke v novo gojišče. V 
primeru inokulacije bakterij iz okolja limitiranega s hranivi v bogato okolje bo lag faza 
zelo kratka, saj ima bakterijska kultura na voljo več hraniv za sintezo potrebnih substanc 
[6]. 
 Eksponentna faza 
Bakterijska kultura se v eksponentni fazi rasti razmnožuje s konstantno, maksimalno 
specifično hitrostjo rasti. Velja torej µ = µmax.. To je obdobje, ko se z vsakim 
generacijskim časom število celic podvoji, koncentracija bakterij s časom eksponentno 
narašča. Bakterijske celice so v eksponentni fazi rasti metabolno izjemno aktivne. Poteka 
generacija DNA in RNA molekul, komponent celične stene in ostalih substanc potrebnih 
za rast bakterij [7]. Bakterijska kultura v eksponentni fazi rasti je najprimernejša za 
fiziološke študije, saj je populacija najbolj uniformna [5]. E.coli bakterija se v 
eksponentni fazi rasti podvojuje z generacijskim časom 20 minut [6]. 
 Stacionarna faza 
Stacionarna faza rasti nastopi, ko pride do pomanjkanja hranilnih snovi in vira energije. 
Prične se kopičenje toksičnih metabolitov in inhibitorskih komponent kot so antibiotiki, 
kar spremeni rastne pogoje v mediju[6]. Takrat se specifična hitrost rasti bakterijske 
kulture upočasni vse dokler se bakterija ne preneha razmnoževati [5]. Koncentrcija 
bakterijskih celic v stacionarni fazi rasti je konstantna saj pride do izenačitve števila 
novonastalih bakterij s številom odmrlih bakterij. Metabolna aktivnost bakterijske kulture 
se upočasni, generacija substanc potrebnih za rast pa se preusmeri v generacijo substanc 
potrebnih za ohranitveni metabolizem. V naravnem okolju se velikokrat srečamo s 
sestradanimi celicami z močnim ohranitvenim metabolizmom. Patogena bakterijska 
kultura v sestradanem stanju prične z generacijo virulentnih faktorjev, ki ji omogočajo 
preživetje v limitiranem okolju. Posledica tega pa so dolgotrajne bakterijske okužbe in 
bolezni [7]. V primeru da bakterijsko kulturo iz stacionarne faze rasti inokuliramo v svež 
medij, bogat s hranivi se bo metabolna aktivnost bakterijske kulture povišala in bakterija 
se bo zopet pričela razmnoževati z maksimalno specifično hitrostjo rasti [6]. 
Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 





 Faza odmiranja 
Faza odmiranja je obdobje v katerem se niža celokupna koncentracija bakterijskih celic. 
Bakterijske celice odmirajo in niso metabolno aktivne ali pa pride do lize celic[5]. 
Celokupna koncentracija bakterij niža tudi zaradi nastanka odpornih bakterij, ki so 
prisotne vendar se ne delijo [7]. 
1.1.2 Kontinuirno gojenje bakterij 
Kontinuiren proces je odprt sistem v katerega s konstantnim pretokom dovajamo sveža 
hranila in odvajamo nastale odpadne produkte in novonastale celice kar omogoča 
vzdrževanje konstantnega volumna medija v bioreaktorju. Definirana je količina D [h-1], 
hitrost redčenja, ki predstavlja razmerje med volumskim pretokom in volumnom 
bioreaktorja [5]. 
Kontinuiren proces omogoča stabilno okolje za rast bakterijskih celic. Rastni pogoji kot 
so pH, koncentracija hraniv, koncentracija metabolnih produktov in kisika so v 
kontinuirnem procesu konstantni, medtem ko se v šaržnem procesu gojenja bakterijske 
kulture spreminjajo in jih je težko nadzorovati [8]. 
Najpogostejši kontinuirni proces gojenja mikroorganizmov je kemostat (slika 2). 
Kemostat predstavlja idealno pomešan bioreaktor in je primerno orodje za preučevanje 
kinetike bioprocesov. S hitrostjo redčenja D lahko določamo specifično hitrost rasti 
bakterijske kulture [5]. 
 
Slika 2: Shematski prikaz kemostata. V bioreaktor z bakterijsko kulturo dovajamo sveže 
gojišče in odvajamo gojišče z bakterijami. 
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Hitrost rasti bakterijskih celic lahko enačimo z avtokatalitskim procesom, ki ga 
definiramo s kinetično enačbo 1. reda (enačba 3), kjer je µ [h-1] specifična hitrost rasti in 
X [kg/m3] koncentracija bakterijskih celic 
𝑟𝑥 = 𝜇 ∙ 𝑋                                                               (3) 
Sveža hraniva kontinuirno dovajamo v bioreaktor, kjer poteka podvojevanje bakterijskih 
celic, ki jih nato odvajamo iz kemostata. 
Za stacionarno stanje v kemostatu lahko zapišemo masno bilanco bakterijske kulture: 
𝑑(𝑉𝑋)
𝑑𝑡
= 0 = 0 − 𝐹𝑋 + 𝑟𝑋𝑉                                            (4) 
F[m3/h] predstavlja pretok skozi reaktor. 
Z upoštevanjem sledečih zvez (enačba 5,6) lahko dokažemo, da s hitrostjo redčenja D 
določamo specifično hitrost rasti bakterijske kulture (enačba 7) [5]. 
0 = 𝜇𝑋 −
𝐹
𝑉
𝑋                                                           (5) 
𝐹
𝑉
= 𝐷                                                                      (6) 
 𝜇𝑋 = 𝐷𝑋                                                                   (7) 
Z naraščanjem hitrosti redčenja D narašča specifična hitrost rasti µ, se pravi se 
generacijski čas niža. Potrebna je previdnost saj lahko kontinuirno gojenje bakterijskih 
kultur izvajamo le do kritične hitrosti redčenja Dkrit., ko pride do popolnega izpiranja 
bakterijske kulture iz bioreaktorja. Hitrost redčenja torej ne sme presegati vrednosti 
maksimalne specifične hitrosti rasti µmax. karakteristične za posamezen mikroorganizem 
[4]. 
Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 






Slika 3: Odvisnost koncentracije hranil, generacijskega časa in koncentracije bakterijskih 
celic oziroma populacije mikroorganizmov oz. hitrosti redčenja v kemostatu [4]. 
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Bakteriofagi so bakterijski virusi, ki za razmnoževanje potrebujejo gostiteljsko celico in 
jo po koncu razmnoževanja ubijejo. Bakteriofagi ali krajše fagi predstavljajo 
najštevilčnejšo in najraznovrstnejšo skupino mikroorganizmov. Razvrščamo jih v 13 
družin glede na morfologijo in genetske karakteristike. Fagni genom je lahko v DNA ali 
RNA obliki, torej ima lahko enoverižen ali dvoverižen zapis nukleinske kisline v krožni 
ali linearni obliki. Iz morfološkega vidika pa imamo lahko enostavne ikozaedrične in 
filamentne fage ali pa bolj kompleksne fage z repom in ikozaedrično glavo [9]. 
Bakteriofagi so v naravi zastopani tam, kjer najdemo bakterijske gostiteljice. Najdemo 
jih v oceanih, sveži vodi, na rastlinah, v hrani ter v človeškem telesu [10]. Bakteriofagi 
skrbijo za ravnovesno koncentracijo bakterij v okolju in igrajo zelo pomembno vlogo v 
zgodovini genetike in molekularne biologije [9]. Dandanes v laboratorijih narašča 
zanimanje bakteriofage, saj smo priča ekstremnemu porastu bakterij odpornih na 
antibiotike, kjer bakteriofagi predstavljajo alternativno rešitev. Rezistenca na antibiotike 
je zaznana v številnih patogenih bakterijskih kulturah kot so meticilin-odporna 
Staphylococcus aureus ali krajše MRSA, patogen, ki povzroča dolgotrajno obolenje 
pljuč, Streptococcus pneumoniae in druge [11].  
Bakteriofagi so zaradi antibakterijskega učinka uporabni v medicini za fagno terapijo, za 
detekcijo patogenih bakterij v klinični diagnostiki, v živilski industriji. Prav tako lahko 
uporabimo bakteriofage kot dostavno sredstvo za cepiva in terapevtske gene. Ocenjeno 
je bilo, da lahko številni bakteriofagi inficirajo posamezni sev bakterije. Bakterijo 
Escherichio coli lahko okuži več kot 20 različnih vrst bakteriofagov [4]. 
Bakteriofage glede na življenjski cikel delimo na virulentne ali temperatne oziroma fage 
z litičnim ali lizogenim življenjskim ciklom. Virulentni bakteriofagi izrabijo gostiteljsko 
celico za multiplikacijo in jo pokončajo z lizo, kar pomeni da celica poči in v zunanji 
medij sprosti novonastale bakteriofage. Temperatni bakteriofagi imajo altertnativen 
replikacijski sistem. Bakteriofag okuži bakterijsko celico vendar ne prevzame nadzora 
nad bakterijskim metabolizmom in se usmeri v pomnoževanje, temveč se integrira v 
bakterijsko DNA in tvori profag. V primeru delitve bakterijske celice z vgrajenim fagnim 
dednim zapisom, iz ene bakterijske celice nastaneta dve in obe vsebujeta profag. Pravimo 
da temperatni bakteriofag vzpostavi lizogenijo, stanje, ko fag čaka v gostiteljski celici, se 
zaščiti pred morebiti neugodnim okoljem, vse do signala s katerim preide fag iz 
lizogenega v litično stanje in sčasoma povzroči lizo bakterijske celice [9]. 
Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 





1.2.1 Struktura bakteriofaga T4 
Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge smo uporabili litični bakteriofag T4. T4 je 
zelo dobro preučen bakteriofag in osnovno orodje v molekularni biologiji, saj ga lahko 
gojimo v večjih količinah in nam dopušča manipulacijo s klasično genetiko. T4 je zelo 
kompleksen virus, katerega struktura je zelo dobro opisana [12]. 
Bakteriofag T4 spada v družino Myoviridae, bakteriofagov z dolgim kontraktilnim 
repom. T4 velja za enega največjih bakteriofagov in sestoji iz podaljšane ikozaedrične 
glave s številnimi proteini, ki sestavljajo kapsido, kontraktilnega repa, repnih fibrilov in 
bazne plošče s trni [9]. 
 
Slika 4:Shema bakteriofaga T4 
Genom bakteriofaga T4 je linearna dsDNA in se nahaja znotraj proteinske kapside 
oziroma glave. Sledi vrat z ovratnikom, ki povezuje glavo z repom. T4 rep ima posebno 
vlogo pri interakciji z bakterijsko celico. Kontraktilen rep se ob uspešni adsorpciji na 
površino bakterije skrči, kar povzroči potisk fagne nukleinske kisline proti bakteriji. Rep 
ima na koncu bazno ploščo, ki se veže na specifične receptorje na površini bakterije. V 
kontraktilnem repu so encimi, ki pripomorejo k razgradnji bakterijske celične stene, kar 
omogoči vstop virusne nukleinske kisline v citoplazmo bakterije. Repni fibrili omogočajo 
prepoznavo površine bakterijske gostiteljske celice in pripetje bakteriofaga na bakterijo 
med procesom infekcije ter določajo specifičnost interakcije fag-bakterija[12] . 
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1.3 Interakcija bakterija – bakteriofag 
Življenjski cikel bakteriofaga T4 je litičen. T4 fag je specifičen za bakterijski kulturi 
Escherichia coli in Shigella kar pomeni da se bakteriofag adsorbira izključno ob 
prepoznavi receptorjev navedenih vrst bakterij [12].  
Življenjski cikel bakteriofaga je sestavljen iz pet različnih stopenj: adsorpcija faga na 
površino bakterije, vstavitev virusne DNA in prevzem bakterijskega metabolizma, sinteza 
fagnih proteinov in genoma, sestavljanje fagnih fragmentov v virione in liza celice. 
Življenjski cikel bakteriofagov je odvisen od same bakterije oziroma njenega fiziološkega 
stanja, saj za razmnoževanje prevzame metabolizem gostiteljice [4]. 
1.3.1 Adsorpcija 
Adsorpcija je pričetek infekcije bakterije. Rep bakteriofaga prepozna proteinske in 
lipopolisaharidske strukture na površini bakterije, imenovanje receptorji. Po prepoznavi 
se bazna plošča pripne na receptor s pomočjo elektrostatskih interakcij [4]. Adsorpcija je 
lahko reverzibilna ali ireverzibilna. Za uspešno infekcijo je potrebna ireverzibilna, 
nepovratna adsorpcija, ki sledi reverzibilni, takrat se ob pripetju fagne bazne plošče na 
receptor prične konformacija repnih proteinov, ki povzročijo krčitev in razširitev repa za 
lažjo penetracijo celične membrane in injercijo virusne DNA v bakterijsko citoplazmo 
[4,13]. 
 
Slika 5:Prvi korak bakteriofagnega infekcijskega cikla, adsorpcija. 
Hitrost fagne adsorpcije je odvisna od več dejavnikov, kot so ioni v mediju, organski 
kofaktorju, fiziološko stanje bakterije in koncentracije bakterij ter bakteriofagov v 
mediju, merimo pa jo s spremljanjem koncentracije bakteriofagov in bakterij v gojišču 
[13]. 
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Pri preučevanju produkcije bakteriofagov določamo konstanto adsorpcije kot ključni 
rastni parameter bakteriofaga. Krueger je leta 1931 [14] opisal proces adsorpcije kot 
reakcijo, ki sledi kinetiki prvega reda (enačba 8), kjer je 𝛿 [ml min-1] konstanta adsorpcije, 
X [CFU ml-1] koncentracija bakterij, t [min] čas, P0 in P [PFU ml
-1] pa sta začetna in 







                                                        (8) 
Fag po uspešni adsorpciji sprosti virusni genom v bakterijsko citoplazmo in s tem se 
prične prevzem bakterijskega metabolizma za fagno razmnoževanje. 
 
Slika 6: Injiciranje bakteriofagnega genoma v bakterijsko citoplazmo 
1.3.2 Sinteza bakteriofagnega genoma in proteinov 
V dveh minutah po injiciranju fagne DNA v gostiteljsko bakterijo E.coli pride do fagnega 
prevzema bakterijskega metabolizma. Virusna DNA nosi zapis različnih genov, ki jih po 
času delovanja delimo na tri skupine, in sicer, zgodnje, srednje in pozne proteine. Pri 
delovanju zgodnjih proteinov prične RNA polimeraza E.coli prevajanje fagne mRNA, ki 
prične prepisovanje fagnih genov in zavira sintezo bakterijske DNA in RNA. Srednji in 
pozni proteini pa regulirajo prepisovanje genov, sintetizirajo glave bakteriofagov in repe. 
Pozni proteini so ključni za povezavo posameznih fagnih komponent v celotne 
novonastale bakteriofage in na koncu za lizo celice [9]. Časovni interval od injiciranja 
fagnega genoma v bakterijsko citoplazmo do pojava sintetiziranih bakteriofagnih 
fragmentov imenujemo eklipsna perioda [13]. 
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1.3.3 Rast in sestavljanje bakteriofagov v bakterijski citoplazmi 
Po sintezi bakteriofagne DNA je ta pakirana v kapside, ki nastanejo z delovanjem poznih 
genov. Rep in bazna plošča sta sintetizirana posebej. Glava novo-nastalega viriona-
bakteriofaga se poveže z repom, ki se sestavi v času polnjenja DNA v kapside. Bazna 
plošča in repni fibrili za pripnejo na rep, ki se nato združi v celoten bakteriofag [9]. 
Koncentracija sestavljenih bakteriofagov znotraj bakterijske celice se s časom veča [13]. 
 
Slika 7: Sintetizirani bakteriofagni fragmenti in pričetek sestavljanja bakteriofagov. 
1.3.4 Liza bakterije in sprostitev novo-nastalih bakteriofagov 
S povezavo kapside z DNA in repom nastane nova generacija bakteriofagov. Do lize 
bakterije E.coli zaradi T4 bakteriofaga pride navadno po sestavitvi 150 novih fagov 
znotraj bakterije [4]. T4 bakteriofagi v citoplazmi proizvajajo protein holin, ki naredi 
luknjo v notranji bakterijski membrani in s tem omogoči proteinu endolizina, lizocimu, 
da degradira peptidoglikansko celično steno, kar povzroči bakterijsko lizo in sprostitev 
novo-nastalih bakteriofagov v zunanji medij [9]. Čas lize bakterijske celice je zelo 
pomemben parameter pri bakteriofagni produkciji, saj prehitra liza pomeni nizko 
koncentracijo popolnoma sestavljenih bakteriofagov, prepozna liza pa lahko privede do 
zmanjšane konkurenčne sposobnosti virusa [13]. 
Pri življenjskem ciklu litičnega bakteriofaga se spremlja časovni interval, ki ga 
imenujemo latentna perioda. Latentna perioda je čas od uspešne adsorpcije bakteriofaga 
na površino bakterije, vse do pojava novih bakteriofagov zunaj bakterijske citoplazme. 
Povprečna vrednost trajanja latentne periode varira med 10 in 70 minutami [15]. 
 
Slika 8: Liza bakterijske celice in sprostitev novih bakteriofagov v zunanji medij. 
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1.4 Gojenje bakteriofagov 
Bioprocesi proizvodnje bakteriofagov obratujejo šaržno in kontinuirno. Večina 
bakteriofagov je proizvod šaržnega gojenja v mediju z bakterijskimi gostiteljicami [15]. 
Šaržna proizvodnja bakteriofagov lahko poteka v laboratorijskem merilu v 
erlenmajericah na stresalniku ali v industriji v bioreaktorjih [16]. V šaržnem bioreaktorju 
je gojenje lahko vodljivo a zamudno zaradi sterilizacije in čiščenja bioreaktorjev. Na 
začetku procesa definiramo konstantne pogoje, ki omogočajo ponovljivost eksperimenta 
[15]. Porast uporabe bakteriofagov na najrazličnejših področjih zahteva proizvodnjo 
bakteriofagov v velikem merilu, zato se danes proizvodnja bakteriofagov vse bolj obrača 
proti kontinuirnih procesih, ki omogočajo lažje vodenje in večjo volumetrično 
produktivnost [16]. 
Pri eksperimentalnem delu smo bakteriofage gojili kontinuirno, in sicer v sistemu dveh 
zaporedno povezanih bioreaktorjev, imenovanem Cellstat. 
1.4.1 Enostopenjski kontinuirni sistem Kemostat 
Kemostat je idealno pomešan bioreaktor s konstantnim volumnom. V bioreaktor je 
kontinuirno dovajan medij in odvajan medij z mikroorganizmi. Je pomembno orodje za 
biotehnološke študije, saj omogoča popoln nadzor sistema za opazovanje mikrobne rasti 
[17]. 
Enaka hitrost vtoka v reaktor in iztoka iz reaktorja omogočata konstanten delovni 
volumen bioreaktorja. Kot je opisano v poglavju 1.1.2 Kontinuirno gojenje bakterij, lahko 
preko spreminjanja pretoka oziroma preko hitrosti redčenja D nadzorujemo specifično 
hitrost rasti bakterij. Z izbiro hitrosti redčenja določamo fiziološko stanje bakterijske 
kulture, ki pa neposredno vpliva na proizvodnjo bakteriofagov [17]. V kemostatu 
dosežemo ponovljive pogoje in s tem dobimo vpogled na vpliv fiziološkega stanja 
bakterij na pomnoževanje bakteriofagov [15]. 
Kemostat torej omogoča lažje vodenje in regulacijo procesa gojenja bakteriofagov vendar 
je za kontinuirno proizvodnjo neprimeren, saj se zaradi daljšega vodenja procesa pojavi 
večja možnost mutacij mikroorganizmov. Mikroorganizmi, v našem primeru bakteriofagi 
in bakterijske celice so v bioreaktorju ves čas v kontaktu, kar lahko posledično vodi v 
razvoj rezistence bakterij na določen sev bakteriofaga ali pa spremembe fiziološkega 
stanja bakterije [16]. 
Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 





1.4.2 Dvostopenjski kontinuirni sistem Cellstat 
Kot rešitev za selektivni pritisk bakterij in bakteriofagov v kemostatu je leta 1981 Husimi 
s sodelavci [18] predstavil sistem za kontinuirno proizvodnjo bakteriofagov, ki je namesto 
enega bioreaktorja tokrat vseboval dva medsebojno povezana bioreaktorja. 
Cellstat sestoji iz dveh zaporedno povezanih bioreaktorjev, kjer je hitrost pretoka 
konstantna. V prvem bioreaktorju, ki deluje kot kemostat,  poteka nagojevanje bakteijskih 
celic, ki rastejo s specifično hitrostjo rasti, ki jo nadziramo s hitrostjo redčenja (opisano 
v poglavju 1.1.2 Kontinuirno gojenje bakterij). Sistem nam omogoča stabilno fiziološko 
stanje bakterij v prvem bioreaktorju, kjer je selektivni pritisk na bakterije in prisotnost 
bakterijskih mutacij minimalen, saj se bakterije namnožujejo v odsotnosti bakteriofagov. 
Bakterije iz prvega reaktorja predstavljajo substrat za bakteriofage v drugem bioreaktorju, 
kjer je hitrost redčenja višja kot je maksimalna specifična hitrost rasti bakterij, zato se v 
drugem bioreaktorju bakterije ne podvojujejo. Volumen drugega bioreaktorja je manjši 
od prvega, kar nam omogoči različne hitrosti redčenja v obeh bioreaktorjih pri isti hitrosti 
pretoka [15]. 
 
Slika 9: Shema dvostopenjskega kontinuirnega sistema Cellstat za proizvodnjo 
bakteriofagov pri konstantnem fiziološkem stanju bakterijskih celic. 
Bakteriofagna populacijska hitrost rasti je višja od specifične hitrosti rasti bakterij, kar 
nam omogoča uspešno propagacijo bakteriofagov v drugem bioreaktorju, kjer je hitrost 
redčenja večja [19]. 
Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 





V drugem bioreaktorju v Cellstatu spremljamo propagacijo bakteriofagov glede na dva 
zelo pomembna dejavnika, in sicer pri bakterijah v različnih fizioloških stanjih in pri 
različnih koncentracijah bakterijskih celic [20].  
Kot že opisano v poglavju 1.2.1.Bakteriofag T4, imajo lahko bakteriofagi po uspešni 
infekciji ražlične življenjske cikle, litični in lizoceni cikel. Bakteriofag T4 pod 
standardnimi laboratorijskimi pogoji (visoka koncentracija bakterijskih celic v 
eksponentni fazi rasti pri 37 °C in v prisotnosti kisika) lizira celico v 25 minutah, kjer 
nastane od 150 do 200 novih bakteriofagov na bakterijsko celico. Laboratorijski pogoji 
pa se razlikujejo od tistih v naravi [21]. Na podlagi takšne predpostavke je Nabergoj s 
sodelavci [20] preučil produkcijo bakteriofagov pri različnih fizioloških stanjih bakterij, 
določenih s hitrostjo redčenja v Cellstatu. 
 
Slika 10: Koncentracija in produktivnost bakteriofagov kot funkcija hitrosti redčenja v 
drugem bioreaktorju pri različnih fizioloških stanjih bakterij. Črni trikotniki prikazujejo 
eksperimentalne podatke bakteriofagne koncentracije, črne pike pa predstavljajo 
produktivnost [20]. 
Z matematičnim modelom in eksperimenti je dokazal da je produkcija bakteriofagov v 
kontinuirnem procesu odvisna od fiziološkega stanja bakterij. Z nižanjem hitrosti 
redčenja v drugem bioreaktorju Cellstata upadata produktivnost bakteriofagov in brstno 
število, latentna perioda se daljša. Maksimalen izkoristek procesa Cellstat dobimo pri 
optimalni hitrosti redčenja, ki je znašala 2.0 h-1 [20]. 
  
Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 






V laboratorijih so bakteriofagne infekcije bakterij preiskovane na bakterijah v 
eksponentni fazi rasti, kjer imajo veliko energije, saj jim je zagotovljena zadostna količina 
hraniv za optimalno delovanje metabolnega sistema. V takšnih okoliščinah je produkcija 
bakteriofagov množična, v naravi pa temu ni tako. V naravi imamo raznovrstno 
porazdelitev bakterij z različnimi fiziološkimi stanji. Fiziološko stanje bakterije je 
odvisno od rastnih pogojev, vpliva pa na propagacijo bakteriofagov. Velika večina 
bakterijskih celic v naravi ima nizko metabolno aktivnost in ne raste z maksimalno 
specifično hitrostjo rasti, kar pomeni da tudi propagacija bakteriofagov ni tako uspešna 
ali pa je sploh ni. Za takšne bakterije pravimo, da so v stacionarni fazi rasti, kar je 
posledica obrambnih mehanizmov s katerimi se prilagodijo na neugodne razmere, kot je 
naprimer primanjkovanje hraniv [22]. 
Dolgo časa je veljalo, da se T4 bakteriofag ne pomnožuje v bakterijah v stacionarni fazi 
rasti. Bakterijska celica ima v stacionarni fazi rasti manj gosto membrano, prilagojene 
fosfolipide in razširjen periplazemski prostor. Leta 2016 je Bryan s sodelavci [22] 
opozoril, da bakteriofag lahko inficira sestradano bakterijsko celico v stacionarni fazi 
rasti, a je ne lizira vse dokler niso na voljo sveža hraniva. Ta odziv je poimenoval 
hibernacija. 
Hibernacija je dolgotrajno a reverzibilno dormantno stanje inficiranih bakterijskih celic 
v stacionarni fazi rasti, ki sproducirajo nekoliko bakteriofagnih encimov po infekciji 
vendar ne pride do produkcije bakteriofagov vse do pojava svežega hraniva. Po dodatku 
hraniv je mogoče opaziti nenaden porast bakteriofagov, kar nam pove da je velika 
verjetnost da je bakteriofagna produkcija lahko prav tako uspešna z uporabo bakterij v 
stacionarni fazi rasti, katerim omogočimo svež vir energije, kot z uporabo bakterij z 
visoko metabolno aktivnostjo, v eksponentni fazi rasti [22]. 
Razumevanje propagacije in produktivnosti bakteriofagov v sestradanih bakterijah v 
stacionarni fazi rasti je izjemno pomembno z vidika bakteriofagne terapije, saj se v 
človeškem telesu nahajajo bakterije v raznovrstnih fizioloških stanjih. Največkrat 
naletimo na bakterije z nizko metabolno aktivnostjo, ki povzročajo dolgotrajne okužbe 
vendar se aktivno ne delijo, kar povzroča težavo v identifikaciji in zaznavi bakterijske 
okužbe. V takšnih primerih ni znano ali bo bakteriofagna terapija uspešna [22, 23]. 
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1.6 Aplikacije bakteriofagov 
Bakteriofagi so dandanes uporabljeni na različnih področjih kot so prehrambena 
industrija, biotehnologija, medicina, veterina, kmetijstvo. V zadnjih letih so bakteriofagi 
postali pomembno biotehnološko orodje in predmet raziskav za sintezo novih proteinov, 
kot dostavno sredstvo za proteinska in DNA cepiva in kot orodje za detekcijo patogenih 
bakterij v klinični diagnostiki. Bakteriofagna uporaba je zaželjena tudi pri biosenzorjih. 
V agrokulturi in živilski industriji so bakteriofagi rešitev pri bakterijskih kontaminacijah 
hrane s Salmonello, Campylobacter, Listerio in E.coli. Prav tako pa so bakteriofagi 
uporabljeni v fagni terapiji, zdravljenju bakterijskih okužb v sesalskem telesu [24]. 
1.6.1 Fagna terapija 
Ideja o bakteriofagni terapiji se je pojavila že leta 1917, ko je Felix d'Herelle izdal članek 
˝ un bacteriophage obligatoire˝. Mikrobiologi so se usmerili v razvoj ideje o bakteriofagni 
terapiji bakterijskih infekcij vendar so bili omejeni z znanjem o naravi fagov. Leta 1921 
sta Bruynoghe in Maisin pričela z bakteriofagno terapijo zdraviti paciente z bakterijsko 
okužbo Staphylococcov [24]. Zanimanje za bakteriofage je na zahodu v času druge 
svetovne vojne upadlo, saj so se kot rešitev takrat pojavili antibiotiki, medtem ko se je v 
vzhodni Evropi in znotraj Sovjetske Zveze uporaba fagov v terapevtske namene 
nadaljevala [25]. Bakteriofagi so bili na zahodu na novo obujeni leta 1980, ko sta Smith 
in Huggins izdala literaturo o bakteriofagih v angleškem jeziku [25], kjer sta opisala 
poskuse fagne terapije na miših, jagnjetih, prašičih in teletih. 
V zadnjih letih je bakterofagna terapija deležna veliko pozornosti, saj predstavlja 
alternativo antibiotikom, ki zaradi pretirane in nespametne uporabe na določenih 
področjih niso več efektivni. Fagna terapija je zanimiva saj imajo fagi možnost 
samopodvajanja, kar pomeni lokalno povečanje koncentracije bakteriofagov na mestu 
bakterijske okužbe [26]. Objavljenih je več poročil uporabe fagov za zdravljenje odprtih 
septičnih ran, opeklin, prav tako tudi uporabe fagov proti bakterijskim okužbam 
Pseudomonas aeruginosa in Staphylococcus aureus. V zadnjem času se je v terapevtske 
namene pričelo uporabljati fagne koktejle, mešanico bakteriofagov različnih vrst, ki 
lizirajo več bakterijskih sevov, torej imajo širši spekter delovanja [24]. 
Za uporabo bakteriofagov kot alternativo antibiotikov je potrebna izolacija in  purifikacija 
fagov, ki morajo biti viabilni in virulentni. Prav tako pa je zaenkrat potrebno poznati vrsto 
bakterijske okužbe, saj so posamezni bakteriofagi specifični za posamezne bakterijske 
seve [25].   
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2 Namen dela in hipoteze 
Pojav hibernacija je bil v literaturi predstavljen kot potencialni odziv bakterijskih celic na 
primanjkovanje hraniv oziroma na tako imenovano oligotropno okolje. Sama preučitev 
pojava hibernacije je korak, ki nam omogoči uvid v proces infekcije bakterijske celice s 
strani bakteriofaga v limitiranem okolju, kar lahko uveljavimo pri bakteriofagni terapiji. 
V človeškem telesu se redkokdaj pojavijo področja, kjer bi okolje omogočalo stabilno 
fiziološko stanje bakterij, čemur se bakterijske celice prilagodijo. Pojavi se vprašanje ali 
bi bila bakteriofagna terapija prav tako uspešna v človeškem telesu, kjer imamo tako 
okolje z limitiranimi viri glukoze in amino kislin in so bakterijske celice v stacionarni 
fazi rasti, oziroma se približujejo stacionarni fazi rasti, in v fazi hibernacije kot okolje s 
presežkom hraniv, kjer so bakterijske celice v eksponentni fazi rasti. 
Postavili smo delovne hipoteze: 
 Z nizko hitrostjo dovajanja gojišča bakterijskim celicam se bomo v fazi limitacije 
bližali stacionarni fazi rasti in preiskovali kako bližina stacionarne faze vpliva na 
proces hibernacije.  
 Z dodatkom svežega gojišča sestradanim bakterijam bomo prebudili bakterijski 
metabolni potencial.  
 Hitrost rasti populacije bakteriofagov je odvisna od fiziološkega stanja bakterije 
gostiteljice in se posledično razlikuje med posameznimi fiziološkimi stanji. 
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3 Eksperimentalni del 
3.1 Material 
Za izvedbo eksperimentov je bil uporabljen sledeči material in oprema. 
3.1.1 Laboratorijski material 
Preglednica 1: Seznam laboratorijskega materiala uporabljenega pri raziskovalnem delu. 
Material Opis 
Aluminijasta folija  
Avtomatske pipete in nastavki 2-20 µL, 20-200 µL, 100-1000 µL 
Cev iz umetne mase, toplotno obstojna  
Filtri s porami 0,22 µm  
Liji (plastični in stekleni) Različnih velikosti 
Magnetki 10 x 6 mm 
Masterflex cevka  
Mikrocentrifugirke 1,5 mL in 2 mL 
Mikrotitrske plošče  
Plastične sterilne centrifugirke 50 mL 
Razkužilo Incidin  
Serološke pipete 10 mL 
Silikonski zamaški za bioreaktorje  
Steklene erlenmajerice 250 mL 
Steklene epruvete z navojem in zamaški 20 mL 
Stekleni bioreaktorji 25 mL, 10 mL, 5 mL 
Stekleni merilni valji 10 mL, 50 mL, 100 mL, 500 mL, 1000 mL 
Steklene čaše Različni volumni 
Steklenice z navojem Od 250 do 2000 mL 
Sterilne injekcijske brizge brez igle Od 1 do 5 mL 
Sterilne injekcijske brizge z iglo 1 mL 
Sterilne injekcijske igle  Premer 0,4 mm in dolžine 20 mm 
Sterilne plastične petrijeve plošče premer 90 mm 
Stojala za centrifugirke in epruvete  
Vata  
Zaščitna laboratorijska oprema  
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3.1.2 Laboratorijska oprema 
Preglednica 2: Seznam laboratorijske opreme uporabljene pri raziskovalnem delu. 
Material Opis 
Aparat za pipetiranje Pipet-Aid  
Avtoklav 60 in 214 L 
Centrifuga za 1,5 in 2 mL epice  
Digestorij   
Hladilnik Na -4 °C 
Inkubator  
Inkubator s stresalnikom  
Krmilnik za peristaltične črpalke  
Laminarij  
Magnetno mešalo  štiriconsko 
Microsoft Office  
Peristaltične črpalke s koračnim motorjem  
pH meter  
Plinski gorilnik  
Programska oprema Arduino  
Programska oprema CoolTerm  
Programska oprema Tecan i-control  
Senzorji optične gostote  
Spektrofotometer Tecan  
Štoparica  
Tehtnica  
Vodna kopel Na 55 °C 
Vibracijski mešalnik VORTEX  
Zamrzovalnik Na -80 °C 
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Za preučevanje tvorbe bakteriofagov pri hibernacijskem pojavu bakterije E.coli smo 
zaradi narave eksperimentov po meri pripravili posebne silikonske zamaške za 
bioreaktorje, ki omogočajo sterilno vzorčenje iz bioreaktorjev pri kontinuirnem 
obratovanju. (Podrobneje opisano v poglavju: 3.3.1 Priprava materiala za eksperiment) 
3.1.3 Delovni mikroorganizmi  
Pri eksperimentih je bila uporabljena bakterija rodu Escherichia coli K-12 MG1655 
(DSM 18039) in bakteriofag T4 (DSM 4505). 
3.1.4 Kemikalije 
Preglednica 3: Seznam kemikalij uporabljenih pri raziskovalnem delu. 
Material Opis 
Agar Sigma-Aldrich 05040 
bujon LB Sigma-Aldrich L3022 
Etanol (75 % in 96 %) Kefo 133124 
Glicerol Sigma G5516 
Kloroform Sigma C2423 
Katalizator Modrin  MF Kristal Flex C-88 
MgSO4 x 7 H2O Sigma-Aldrich M2643 
NaCl Fluka 31434 
Silikonski kavčuk za kalupe Modrin MF 
Tris (pH 7,5) Merck 1.08387.0900 
Želatina Sigma 48723 
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3.2.1 Priprava gojišč in pufra 
Vsa gojišča in pufri so bili sveže pripravljeni za posamezen eksperiment, da smo se 
izognili morebitnim kontaminacijam in laboratorijskim napakam. 
 Trdno gojišče  
Trdno gojišče pri metodi plakov je pripravljeno iz LB (Luria-Bertani) gojišča in 1,2 % 
agar. Za pripravo 500 mL trdnega gojišča smo zatehtali 10 g LB gojišča in 3,5 g agarja 
ter ju raztopili v 500 mL deionizirane vode v 1000 mL steklenici. Steklenico smo rahlo 
zaprli s plastičnim zamaškom, dobro premešali in zamašek zaščitili z aluminijasto folijo. 
Trdno gojišče smo v avtoklavu sterilizirali 30 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 
bara. Sterilizirano trdno gojišče smo hranili v vodni kopeli pri 55 °C vse do prelitja v 
petrijeve plošče v sterilnem okolju ob ognju v digestoriju. Petrijevke s strjenim gojiščem 
smo hranili v hladilniku na 4 °C. 
 Mehko gojišče 
Mehko gojišče je pripravljeno iz LB (Luria-Bertani) gojišča in 0,7 % agar. V 1000 mL 
steklenici smo pripravili 500 mL mehkega gojišča. Zatehtali smo 10 g LB gojišča in 3,5 
g agarja ter ju raztopili v 500 mL deionizirane vode. Steklenico smo rahlo zaprli s 
plastičnim zamaškom, dobro premešali in zamašek prekrili z aluminijasto folijo. Mehko 
gojišče smo v avtoklavu sterilizirali 30 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara. 
Sterilizirano mehko gojišče shranili v vodni kopeli na 55 °C vse dokler ga nismo v 
digestoriju ob ognju razdelili v steklene epruvete po 5 ml. Steklene epruvete z gojiščem 
smo do uporabe hranili v vodni kopeli na 55 °C. 
 Tekoče gojišče LB 
Tekoče gojišče Luria-Bertani (LB) je pripravljeno iz 100 % bujon LB. Za 500 mL  
tekočega gojišča smo v 1000 mL steklenico zatehtali 10 g bujona LB in ga raztopili v 500 
mL deionizirane vode. Steklenico smo rahlo zaprli s plastičnim zamaškom, dobro 
premešali in zamašek prekrili z aluminijasto folijo. Tekoče gojišče smo avtoklavirali 30 
minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 1,2 bara. Po sterilizaciji smo tekoče gojišče ohladili 
na sobno temperaturo in ga v sterilnem okolju v laminariju ali v digestoriju ob ognju 
prelili v označene 50 mL sterilne centrifugirke. Tekoče gojišče smo hranili v hladilniku 
na 4 °C. 
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 Solno magnezijev pufer (SM) 
Solno magnezijev pufer za redčitvene vrste bakteriofagov smo v 1000 mL steklenico 
pripravili iz 2,9 g NaCl, 0,5 g želatine, 2 mL 2M MgSO4 in 25 mL 1M pufra Tris s pH 
vrednostjo 7,5. Steklenico smo do oznake 500 mL napolnili z deionizirano vodo. 
Steklenico smo rahlo zaprli s plastičnim zamaškom, dobro premešali in zamašek prekrili 
z aluminijasto folijo. SM pufer smo avtoklavirali 30 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku 
1,2 bara. Po sterilizaciji smo SM pufer ohladili na sobno temperaturo in ga v laminariju 
ali v digestoriju ob ognju prelili v označene 50 mL sterilne centrifugirke. Solno 
magnezijev pufer (SM) smo hranili v hladilniku na 4 °C. 
3.2.2 Priprava prekonočne kulture Escherichia coli 
Prekonočno kulturo smo pripravili vsaj 18 ur pred začetkom posameznega eksperimenta. 
Prekonočna kultura je bila pripravljena iz delovne banke E.coli K-12 (DSM 18039), ki je 
bila hranjena v zamrzovalniku pri -80 °C. Pod sterilnimi pogoji smo iz 1,5 mL 
mikrocentrifugirke s pipeto prenesli 50 µL bakterije iz delovne banke v predhodno 
sterilizirano erlenmajerico s 50 mL tekočega LB gojišča segretega na delavno 
temperaturo 37 °C. Bakterijsko kulturo smo čez noč inkubirali pri temperaturi 37 °C ob 
stresanju 200 rpm. Po inkubaciji smo bakterijsko prekonočno kulturo shranili v hladilnik 
na 4 °C in jo po 1 tednu uporabe zavrgli. 
3.2.3 Merjenje optične gostote 
Rast bakterijske kulture E-coli smo spremljali s čitalcem mikrotitrskih ploščic. Določali 
smo optično gostoto (OD), tako da smo spremljali absorpcijo svetlobe pri valovni dolžini 
600 nm. Na prozorno mikrotitrsko ploščico smo v 3 ponovitvah nanesli 200 µL tekočega 
gojišča LB, ki je predstavljal gojišče brez bakterijske kulture, za vsak vzorec v 3 
ponovitvah pa smo prav tako nanesli 200 µL vzorca bakterijske kulture in s pomočjo 
spektrofotometra izmerili OD. Končno vrednost OD vzorca smo dobili iz razlike 
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3.2.4 Določanje koncentracije bakterij s kultivacijsko metodo štetja kolonij 
Koncentracijo bakterij v vzorcu smo določali z metodo štetja kolonij na trdnem gojišču 
LB.[27] Pripravili smo redčitveno vrsto vzorca s faktorjem 10 do 10n. Pri sterilnih pogojih 
smo n-število 1,5 mL mikrocentrifugirk napolnili s 450 µL LB tekočega gojišča in jih 
označili z 10 do 10n. 50 µL vzorca smo dodali v 1. mikrocentrifugirko s 450 µL tekočega 
gojišča LB in tako dobili 10-kratno redčitev. Mikrocentrifugirko smo nato 10 sekund 
vrtinčili, odvzeli 50 µL in ga dodali v naslednjo mikrocentrifugirko. Tako smo dobili 100-
kratno redčitev. Postopek smo ponavljali vse dokler nismo dosegli želene vrednosti 
redčitve. Vzorce iz posameznih mikrocentrifugirk smo s tremi 10 µL kapljicami nanesli 
na označene petrijeve plošče s trdnim LB gojiščem in počakali da se posušijo. Petrijeve 
plošče smo nato inkubirali čez noč v inkubatorju pri 37 °C in naslednji dan prešteli 
kolonije ter po enačbi (9) izračunali koncentracijo bakterij (CFU mL-1). 
𝐶𝐹𝑈 𝑚𝐿 =
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑗 × 𝑟𝑒𝑑č𝑖𝑡𝑒𝑣
𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑘𝑎𝑝𝑙𝑗𝑖𝑐𝑒 [𝑚𝐿]
⁄                                    (9) 
 
Slika 11: Primer petrijeve plošče s trdnim gojiščem LB po inkubaciji. Pri dani plošči je štetih 5 




Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 





3.2.5 Določanje koncentracije prostih bakteriofagov z metodo štetja plakov 
Koncentracijo bakteriofagov v vzorcu smo določali z metodo štetja plakov (PFU mL-1) z 
uporabo petrijevih plošč s trdnim gojiščem LB in mehkim gojiščem LB [28]. Iz vodne 
kopeli smo v epruveto s 5 mL mehkega gojišča dodali 100 µL prekonočne bakterijske 
kulture, premešali in vlili v petrijeve plošče. Počakali smo, da se je mehko gojišče 
posušilo. Ta čas smo pripravili redčitveno vrsto 10 do 10n in si pripravili potrebno število 
1,5 mL mikrocentrifugirk v katere smo dodali 450 µL SM pufra. 50 µL vzorca smo dodali 
v 450 µL SM pufra, pomešali in tako dobili 10-kratno redčitev. Tu smo zopet odvzeli 50 
µL in jih dodali v 450 µL SM pufra, pomešali ter tako dobili 100-kratno redčitev. 
Postopek smo ponavljali do želene vrednosti redčitve. Ko se je mehko gojišče z 
bakterijsko kulturo na petrijevi plošči posušilo smo iz mikrocentrifugirk nanesli 3 kapljice 
10 µL za vsako redčitev in počakali, da so se kapljice posušile. Petrijeve plošče smo čez 
noč inkubirali v inkubatorju pri 37 °C in naslednji dan prešteli število posameznih plakov 
ter po enačbi (10) izračunali koncentracijo bakteriofagov v vzorcu (PFU mL-1). 
𝑃𝐹𝑈 𝑚𝐿 =
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑝𝑙𝑎𝑘𝑜𝑣 × 𝑟𝑒𝑑č𝑖𝑡𝑒𝑣
𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑘𝑎𝑝𝑙𝑗𝑖𝑐𝑒 [𝑚𝐿]
                                  (10)⁄  
 
Slika 12: Primer petrijeve plošče s trdnim LB gojiščem in mehkim gojiščem po inkubaciji. Pri 
danem primeru so števne kapljice pri redčitvenem faktorju 105 in 106. Koncentracija 
bakteriofagov je 1,58·109 PFU mL-1. 
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3.2.6 Rastna krivulja bakterijske kulture E.coli med šaržnim gojenjem 
Za uspešno izvedene eksperimente hibernacije je bilo potrebno narediti šaržni preizkus 
bakterijske rasti, saj smo tako izvedeli kdaj bakterija vstopi v različne faze rasti in dobili 
razmerje OD (optične gostote) in koncentracije bakterij.  
Za eksperiment rastne krivulje smo pripravili prekonočno kulturo, kot je opisano v 
poglavju 3.2.2:Priprava prekonočne kulture Escherichia coli. V sterilno erlenmajerico 
smo odmerili 50 mL LB medija in dodali 2 %-vcepek. Bakterijsko kulturo smo inkubirali 
na 37 °C in 200 rpm. Po inokulaciji smo v trideset minutnih intervalih merili vrednost 
OD in za vsako vzorčenje še določili koncentracijo bakterij po metodi štetja kolonij na 
agarski plošči. Vzorce na petrijevih ploščah smo inkubirali čez noč in nato grafično 
izrisali korelacijo koncentracije bakterij in OD vrednosti.  
Vrednosti na posameznih časovnih intervalih smo grafično prikazali. Vrednosti OD v 
posameznih časovnih točkah smo zapisali kot količnik OD(t)/OD(0), kjer OD(0) 
predstavlja OD vrednost takoj po inokulaciji. Razmerje OD smo naravno logaritmirali in 
v linearnem delu grafa izrisali umeritveno premico, katere naklon je predstavljal 
specifično hitrost rasti bakterijske kulture µ (h-1). 
3.2.7 Priprava stacionarne kulture 
Za dosego stabilnega fiziološkega stanja bakterij v kontinuirnem procesu smo za 
kontinuirno gojenje bakterij uporabili kemostat. Sistem je vseboval 2 L steklenico s 
potrebno količino tekočega gojišča LB, ki smo jo sterilizirali v avtoklavu na 121 °C in 
1,2 bara, silikonskih cevk, in bioreaktorja z magnetom s 25 mL tekočega gojišča LB. 
Kontinuiren proces je potekal v inkubatorju na 37 °C. V bioreaktor z magnetom smo 
sterilno nacepili 2 %-vcepek bakterijske prekonočne kulture in na magnetnem mešalu 
nastavljenem na 350 rpm pustili šaržno obratovati. Ta korak smo imenovali šaržno 
gojenje bakterijske kulture, kjer smo ob kontinuirnem spremljanju OD vrednosti in na 
podlagi predhodno narejene rastne krivulje proces vodili 1,5 h, ko naj bi bila naša 
bakterijska kultura v eksponentni fazi rasti. Po 1,5 h smo šaržno obratujoč bioreaktor 
povezali na dotok tekočega gojišča LB obogatenega s kisikom in na iztok v odpadno 
steklenico. Nastavili smo želen pretok od 0,01 mL min-1 do 0,1 mL min-1 in pustili sistem 
neprekinjeno kontinuirno obratovati vse do ustalitve OD vrednosti in do zamenjave 8-10 
generacij, ko se je vzpostavila stacionarna bakterijska kultura. 
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3.3 Hibernacijski test 
Za izvedbo eksperimentalnega dela preučevanja hibernacije je bilo zelo pomembno 
kontinuirno obratovanje dvostopenjskega sistema Cellstat v inkubatorju pri nadzorovani 
temperaturi 37 °C pri stacionarnem stanju bakterijske kulture v 1. bioreaktorju in 
stacionarnem stanju bakteriofagov v 2. reaktorju. 
 
Slika 13: Slika obratujočega sistema Cellstat s pripadajočo steklenico tekočega gojišča 
LB, peristaltično črpalko, magnetnega mešala ter dveh zaporedno povezanih 
bioreaktorjev s temperaturno obstojnimi silikonskimi čepi za vzorčenje. 
Začeli smo s šaržnim gojenjem bakterije, kot je opisano v poglavju 3.2.7: Priprava 
stacionarne kulture. Po dosegu eksponentne faze rasti v bioreaktorju z bakterijsko kulturo 
smo postavili kontinuiren sistem kemostat in pričeli proces voditi kontinuirno. Čez čas 
smo prvemu bioreaktorju z bakterijami zaporedno vezali drugi bioreaktor z nižjim 
delovnim volumnom, ki je vseboval bakteriofage. Z različnimi volumskimi pretoki 
tekočega gojišča smo določevali specifično hitrost rasti mikroorganizmov, torej 
fiziološko stanje bakterijske kulture. Pri poskusih smo z nizkimi pretoki oziroma 
hitrostmi redčenja stradali bakterije in jih nato dovajali v 2. bioreaktor z bakteriofagi, da 
poteče infekcija. Vse eksperimente smo pričeli izvajati šele po vzpostavitvi ravnotežnega 
stanja v sistemu dveh zaporedno vezanih bioreaktorjev.  
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Po vzpostavitvi ravnotežja, ko smo dosegli želeno, skoraj sinhrono fiziološko stanje 
mikroorganizmov, smo drugi bioreaktor z bakteriofagi odklopili od kontinuirnega sistema 
in ga pričeli šaržno voditi. V časovnih intervalih od pričetka šaržnega vodenja procesa 
smo vzorčili in mikroorganizme izpostavili svežemu hranilu, kar naj bi pri inficiranih 
bakterijskih celicah v dormantnem stanju hibernacije vzbudilo produkcijo bakteriofagov. 
Prav tako smo v časovnih intervalih vzorčili od časa dodatka svežega hranila 
mikroorganizmom in spremljali koncentracijo bakteriofagov, inficiranih bakterij in 
neinficiranih bakterij za določitev uspešnosti infekcije, brstnega števila in dokaz 
hibernacije v bakterijah z nizko metabolno aktivnostjo. 
3.3.1 Priprava materiala za eksperiment 
 Čep za bioreaktor 
Zaradi obratovanja kontinuirnega sistema pri zelo nizkih pretokih od 0,01 mL min-1 do 
0,1 mL min-1 smo za potrebe vzorčenja po meri oblikovali in izdelali čep za bioreaktorje, 
ki omogočajo sterilno pridobitev vzorca iz samega bioreaktorja ob neprekinjenem 
obratovanju sistema. Čep je bil načrtovan s pomočjo programa Creo 5.0, kjer smo 
oblikovali tridimenzionalni model kalupa, ki smo ga natisnili z uporabo ekstrudirnega 3D 
tiskalnika.  
 
Slika 14: Tridimenzionalni model kalupa sestavljen iz dveh delov in silikonski čep 
bioreaktorja s pripadajočimi kapilarnimi cevkami za vtok in iztok. 
Pripravljen kalup nam je omogočil izdelavo več enakih čepov z vlivanjem temperaturno 
obstojnega silikonskega kavčuka Modrina MF, ki je onemogočal difuzijo zraka v 
bioreaktor in posledično preprečeval kontaminacijo, omogočal zadosten podtlak za 
konstanten vtok in iztok medija ter zaradi elastičnosti omogočal večkratno uporabo in 
vzorčenje z injekcijsko brizgo z iglo.  
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Za posamezen eksperiment smo dan prej sterilizirali potrebno steklovino in laboratorijski 
material. Pripravili smo ustrezno število 1,5 mL mikrocentrifugirk za vzorčenje in 
ustrezno število 1,5 mL mikrocentrifugirk, ki smo jih napolnili s 450 µL SM pufrom ali 
pa s 450 µL LB medijem za redčitvene vrste. Prav tako smo pripravili sterilen SM pufer 
za spiranje in LB medij kot vir svežih hraniv. Pripravili smo sterilne filtre z 
membranskimi porami 0,2 µm in ustrezno število epruvet z 5 mL mehkega agarja ter 
ustrezno število agarskih plošč.  
3.3.2 Vzpostavitev stabilnega fiziološkega stanja 
Čas vzpostavitve ravnotežnega stanja od pričetka kontinuirnega vodenja je bil odvisen od 
hitrosti pretoka in je variiral med 23 in 231 urami za bioreaktor z bakterijami, za vsaj 8 
generacij ter med 9 in 92 urami za bioreaktor z bakteriofagi, kar smo izračunali po 




∙ (8 𝑔𝑒𝑛𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗)                                         (11) 
V času vzpostavitve ravnotežnega stanja koncentracije bakterij smo glede na izračunan 
čas, potreben za vzpostavitev ravnotežnega stanja za koncentracijo bakteriofagov, 
primerno zaporedno povezali 'bakteriofagni' bioreaktor, da se je glede na višjo 
populacijsko hitrost rasti bakteriofagov ravnotežno stanje v obeh bioreaktorjih 
vzpostavilo naenkrat. 
3.3.3 Vzorčenje, redčenje in metoda štetja plakov 
Pred začetkom eksperimenta, po vzpostavitvi ravnotežnega stanja, ko je sistem obratoval 
kontinuirno, smo iz 25 mL bioreaktorja vzorčili 1 mL, s katerim smo z 50 µL pripravili 
redčitveno vrsto v mikrocentrifugirkah z 450 µL LB medija za določitev koncentracije 
prostih bakterij v prvem 25 mL reaktorju 'C' in iz mikrotitrske plošče določili OD vzorca, 
kot je opisano v poglavju 3.2.3:Merjenje optične gostote.  
Drugi reaktor smo pričeli voditi šaržno. Merili smo čas od pričetka šaržnega vodenja in 
vzorčili ob polnih urah 0, 1, 2 vse do 24 ur. Vzorčili smo po 1 mL in določili začetne 
koncentracije P, I+P ter U za vsako uro. Pripravili smo torej tri redčitvene vrste. Eno za 
določitev infektivnih centrov v vzorcu I+P, kar je predstavljalo koncentracijo inficiranih 
bakterij in prostih fagov, eno za določitev koncentracije prostih bakteriofagov P in eno 
zopet za določitev neokuženih bakterijskih celic U, tako kot pri prvem bioreaktorju 'C'.  
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Za določitev koncentracije I+P (inficiranih bakterij in prostih fagov) smo 50 µL vzorca 
dodali v 1,5 mL mikrocentrifugirko napolnjeno z 450 µL SM pufra in pripravili 
redčitveno vrsto. Za določitev koncentracije P (prostih fagov) smo vzorec v 
mikrocentrifugirki centrifugirali 1 minuto, da se je pelet (z bakterijskimi celicami) ločil 
od supernatanta. Supernatant, kjer so bili bakteriofagi, smo z uporabo sterilnega filtra z 
membranskimi porami 0,2 µm prefiltrirali v 450 µL SM pufra in pripravili redčitveno 
vrsto. Obe redčitveni vrsti smo nanesli na mehak agar z bakterijsko kulturo in petrijevi 
plošči inkubirali čez noč na 37 °C. Iz določenih koncentracij I+P in P smo lahko kot 
razliko določili začetno koncentracijo inficiranih bakterijskih celic I. Za določitev 
koncentracije U (neokuženih bakterij) smo 50 µL vzorca dodali v 1,5 mL 
mikrocentrifugirko napolnjeno z 450 µL LB medija in pripravili redčitveno vrsto ter jo z 
metodo kapljic nanesli na agarsko ploščo. Petrijevo ploščo z bakterijsko kulturo smo 
inkubirali čez noč pri 37 °C. 
Po določitvi začetnih vrednosti smo vzorec centrifugirali eno minuto da sta se ločila pelet 
in supernatant, odstranili supernatant in pelet resuspendirali v svežem SM pufru. 
Postopek smo ponovili 3-krat, le da smo pri zadnji ponovitvi SM pufer zamenjali z LB 
gojiščem in pričeli meriti čas od dodatka svežih hraniv. 
 
Slika 15: Shema vzorčenja v urnih časovnih intervalih za preučevanje hibernacije. Iz 10 
mL bioreaktorja vzamemo 1 mL vzorca in sledimo protokolu opisanem v besedilu. 
Po resuspendiranju peleta z inficiranimi bakterijskimi celicami v svežem LB mediju smo 
v različnih časovnih intervalih vzorčili in spremljali koncentracijo prostih bakteriofagov 
po času z metodo štetja plakov (glej poglavje 3.2.5). Vsako časovno vzorčenje smo vzorec 
prefiltrirali skozi sterilen filter z membranskimi porami velikimi 0,2 µm, da smo se 
znebili morebitnih bakterijskih celic in pripravili redčitveno vrsto. Primer načrta za prvi 
2 uri šaržnega obratovanja bioreaktorja za izvedbo enega od eksperimentov je prikazan v 
tabeli (priloga 1), kjer je jasno razviden postopek vzorčenja. 
Po centrifugiranju Svež LB medij Po latentni periodi 
2-kratno 
spiranje 
z SM  
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3.3.4 Izračun brstnega števila in ocena latentne periode hibernacijskega efekta  
Inficirane bakterije v hibernacijskem stanju smo 'obudili' z dodatkom svežih hraniv ter po 
času spremljali koncentracijo prostih bakteriofagov. Postopek vzorčenja je opisan v 
poglavju 3.3.3: Vzorčenje, redčenje in metoda štetja plakov. 
Iz vrednosti koncentracij bakteriofagov smo izrisali graf koncentracije fagov v časovni 
odvisnosti od dodatka svežega gojišča. Jasno je razviden prevoj koncentracije fagov in 
porast, kar smo poimenovali kar hibernacijki prevoj. Iz grafa smo prepoznali linearni del, 
ko se fagna koncentracija ustali, kar je bilo ponavadi okoli 1 ure a je variralo med 
različnimi fiziološkimi stanji in različnimi urami vzorčenja po pričetku šaržnega vodenja. 
Brstno število smo izračunali kot količnik razlike v koncentraciji fagov in inficiranih 




                                                        (12) 
Iz grafičnega prikaza hibernacijske krivulje koncentracije prostih bakteriofagov v 
odvisnosti od časa smo ocenili latentno periodo hibernacijskega efekta pri različnih 
fizioloških stanjih bakterijske kulture po dodatku svežih hranil. Latentna perioda 
hibernacijskega efekta nam predstavlja časovni interval od dodatka svežih hraniv do 
pojava novonastalih bakteriofagov zunaj bakterijskih celic, kar smo na grafičnem prikazu 




Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 





4 Rezultati in razprava 
4.1 Rastna krivulja bakterije E.coli pri šaržnem gojenju  
Bakterijski sev K-12 smo gojili v šaržnem sistemu pri optimalni temperaturi 37 °C in 200 
rpm, kar je omogočalo prezračevanje in homogenizacijo delovnega volumna tekočega 
gojišča LB z 2% vcepkom. Postopek priprave in tehnične informacije izvedbe 
eksperimenta sta opisana v poglavju 3.2.6: Rastna krivulja bakterijske kulture E.coli med 
šaržnim gojenjem.  
Za natančne rezultate smo koncentracijo bakterij poleg optične gostote (OD) določali tudi 
s kultivacijsko metodo štetja kolonij na agarskih petrijevih ploščah, kar je prikazano na 
sliki 16. V pričetku vodenja procesa lahko opazimo skoraj konstanten OD ko se 
bakterijske celice prilagajajo novemu okolju s sintezo proteinov in vitaminov, bakterijska 
kultura je torej v lag fazi. 
 
Slika 16: Rastna krivulja gojenja bakterije E.coli v šaržnem procesu. Prikaz odvisnosti 
OD in koncentracije bakterij od časa gojenja. 
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Po lag fazi oziroma fazi prilagoditve, kjer je vrednost OD razmeroma nizka 0.036, saj 
koncentracija bakterijskih celic ne narašča, je moč opaziti porast OD vrednosti vse do 
1.13, kar je posledica višanja koncentracije bakterijskih celic. Bakterijske celice gredo pri 
šaržnem gojenju skozi nabor faz, kjer se njihovo fiziološko stanje spreminja. Z OD 
vrednostmi torej vidimo časovni interval do kdaj se bakterijske celice pomnožujejo, 
vidimo tudi čas ustalitve OD vrednosti, po čemer lahko sklepamo, da je v našem primeru 
bakterijski kulturi v šaržno obratovanem bioreaktorju pričelo zmanjkovati potrebnih 
hraniv za rast 6 ur po pričetku procesa in da so se namesto v delitev, bakterije usmerile v 
vzdrževalne metabolizme.  
Za izračun hitrosti rasti bakterijske kulture E.coli smo razmerje optičnih gostot 
(OD(t)/OD(0)) naravno logaritmirali ter rezultate grafično prikazali v odvisnosti od časa, 
kot je prikazano na sliki 17. 
 
Slika 17: Hitrost rasti bakterijske kulture pri šaržnem gojenju prikazana kot logaritemska 
funkcija količnika OD vrednosti ln (OD(t) / OD(0)) v odvisnosti od časa gojenja. 
Po eni uri od pričetka šaržnega gojenja bakterije je na sliki 17 moč opaziti višjo hitrost 
rasti. Opazimo lahko da se naklon krivulje po 1,5 h od pričetka gojenja bakterije počasi 
niža, kar naj bi pomenilo, da bakterije rastejo z nižjo hitrostjo rasti in da bakterijske celice 
prehajajo iz eksponentne faze rasti v stacionarno. Pri 2,5 ure pa opazimo ponoven porast 
naklona, kar nakazuje na motnje pri določanju hitrosti rasti z merjenjem optične gostote. 
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Za preverbo smo grafično prikazali tudi logaritemske vrednosti koncentracije bakterij po 
času pridobljene s kultivacijsko metodo na trdnem agarju, kar je prikazano na sliki 18. 
 
Slika 18: Hitrost  rasti bakterijske kulture pri šaržnem gojenju prikazana kot logaritemska 
funkcija koncentracije bakterijskih celic v odvisnosti od časa gojenja. 
Ob primerjavi slike 17 in slike 18 vidimo razliko v naklonu premice med časom gojenja 
od 1,5 ure do 4,5 ur. Pri sliki 18, ki prikazuje koncentracijo bakterijskih celic, določeno s 
kultivacijo na trdnem gojišču vidimo da je v časovnem intervalu med 1,5 in 3 ure linearen 
porast koncentracije bakterijskih celic in ne pride do spremembe v hitrosti rasti, kot 
nakazuje slika 17. Glede na sliko 18 lahko sklepamo, da je bakterija v časovnem obdobju 
med 1,5 ure in 5 ure v eksponentni fazi rasti, tej pa sledi faza limitacije, ki vodi v začetek 
stacionarne faze, kjer delitev bakterijskih celic ne poteka oziroma je specifična hitrost 
rasti bakterijske kulture na pragu stacionarne faze zelo nizka ali enaka nič v stacionarni 
fazi. 
Za primerjavo različnih hitrosti rasti sta na sliki 19 prikazani dve linearni območji, kjer 
je razvidna razlika med hitrostjo rasti v eksponentni fazi in hitrostjo rasti na pragu 
stacionarne faze rasti. 
Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 






Slika 19: Linearizirana področja funkcije ln (CFU) v odvisnosti od časa gojenja v časovnih 
intervalih 1,75 - 4,5 h in 5 - 6,5 h s pripadajočimi nakloni linearnih umeritvenih premic, 
ki predstavljajo specifično hitrost rasti bakterijske kulture v posamezni fazi rasti. 
Specifično hitrost rasti bakterijske kulture E.coli smo v eksponentni fazi rasti in na pragu 
stacionarne faze rasti ocenili s pomočjo naklona lineariziranega območja krivulje 
koncentracije bakterij določenih s kultivacijo bakterijskih kolonij na trdnem agarju. 
Specifična hitrost rasti kulture E.coli v eksponentni fazi rasti znaša 0,906 h-1, specifična 
hitrost rasti na pragu stacionarne faze pa 0,027 h-1. 
Da preverimo, kdaj po pričetku stacionarne faze bakterijska kultura prične odmirati, smo 
22 ur po pričetku gojenja v šaržnem procesu preverili koncentracijo bakterijskih celic s 
štetjem kolonij na agarski plošči ter izmerili OD vrednost (slika 16). Izkazalo se je, da je 
koncentracija celic upadla, kar nakazuje na odmiranje celic, OD vrednost pa se na račun 
odmrlih bakterij ni veliko spremenil, kar nam pove da sama viabilnost bakterij ne vpliva 
na absorbanco. Potrebno je poudariti, da v primeru faze odmiranja v procesu šaržnega 
gojenja bakterijske celice ne lizirajo zaradi vpliva bakteriofagov, torej ne počijo, saj v 
mediju ni prisotnih bakteriofagov in proteinov endolizinov, ki bi razgradili celično steno, 
do lize bakterij lahko pride zaradi morfoloških sprememb, nekaj bakterijskih celic pa 
lahko ostane neliziranih kar obrazloži razliko med koncentracijo bakterij in OD 
vrednostjo 22 ur po pričetku šaržnega gojenja bakterije.  
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4.2 Fiziološko stanje bakterijske kulture pri različnih hitrostih 
redčenja. 
Dvostopenjski kontinuirni proces produkcije bakteriofagov smo vodili pri različnih 
volumskih pretokih oziroma pri različnih hitrostih redčenja. V literaturi je navedeno, da 
so vsi bakteriofagi odvisni od gostiteljske celice, od katere izkoristijo ribosome, energijo 
in prekurzorske molekule. Pomnoževanje bakteriofagov je torej odvisno od bakterijskega 
fiziološkega stanja [20, 29]. 
V kontinuirnem procesu lahko vzdržujemo bakterijsko kulturo s hitrostjo dovajanja 
gojišča v fazi določene hitrosti rasti, kar nam je v šaržnem procesu gojenja onemogočeno, 
saj se fiziološko stanje bakterije spreminja iz minute v minuto. Eksperimentalno delo smo 
pričeli z vzpostavitvijo ravnotežnega stanja in vzdrževanjem določenega fiziološkega 
stanja bakterijske kulture v 25 mL bioreaktorju v Cellstat kontinuirnem procesu, ki smo 
jo kot substrat dovajali v 10 mL bioreaktor z bakteriofagi. Koncentracija bakterijskih celic 
v prvem reaktorju (C) pri različnih hitrostih redčenja je prikazana na sliki 20. 
 
Slika 20: Prikaz logaritemske funkcije ravnotežnih koncentracij bakterijskih celic v 25 
mL bioreaktorju v odvisnosti od različnih hitrosti redčenja D, s katerimi definiramo 
bakterijsko fiziološko stanje. 
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Bakterijsko kulturo smo gojili pri osmih različnih hitrostih redčenja, kar smo dosegli z 
uravnavanjem volumskega pretoka. Najnižji pretok je bil 0,01 mL min-1, eksperimente pa 
smo vodili vse do pretoka 0,1 mL min-1. Hitrost dovajanja tekočega gojišča vpliva na 
hitrost rasti bakterijske kulture, kar je razvidno iz slike 20. Pri nižjih hitrostih redčenja se 
ravnotežna koncentracija bakterij v bioreaktorju od koncentracije pri najvišjih 
preizkušenih hitrostih redčenja razlikuje za 8·107 CFU mL-1. 
Z nizko hitrostjo redčenja smo se želeli v fazi limitacije in upočasnjene hitrosti rasti 
bakterij približati stacionarni fazi rasti bakterijske kulture, da bi lahko v naslednjem 
koraku preverili če in kako pozno v fazi limitacije in na pragu stacionarne faze rasti 
bakterije še pride do fagne infekcije. 
4.3 Ravnotežne vrednosti neokuženih in inficiranih bakterijskih celic 
ter prostih bakteriofagov 
Znane koncentracije bakterijskih celic iz prvega, 25 mL bioreaktorja (C) smo kontinuirno 
dovajali v zaporedno vezan 10 mL bioreaktor z bakteriofagi, kjer smo po vzpostavitvi 
ravnotežja določili vrednosti koncentracij neokuženih bakterijskih celic (U), inficiranih 
bakterijskih celic (I) in prostih bakteriofagov (P), kot je prikazano na sliki 21. 
 
Slika 21: Ravnotežne koncentracije neokuženih, inficiranih bakterij in prostih 
bakteriofagov kot logaritemske funkcije v 2. bioreaktorju volumna 10 mL v odvisnosti 
od hitrosti redčenja, s katerim definiramo fiziološka stanja bakterij oziroma hitrost 
mikrobne rasti. 
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Iz slike 21 in preglednice 4 lahko razberemo, da smo kljub sestradanosti bakterij v 10 mL 
bioreaktorju priča bakteriofagni infekciji, saj je mogoče opaziti prisotnost inficiranih 
bakterijskih celic (I) in nižjo koncentracijo neokuženih celic (U) kot v 25 mL 
bioreaktorju. V primeru, da infekcija ne-bi potekla, bi bile vrednosti koncentracij 
bakterijskih celic iz prvega 25 mL reaktorja (C) enake koncentraciji neokuženih 
bakterijskih celic v 10 mL reaktorju (U). 
Preglednica 4: Prikaz vrednosti ravnotežnih koncentracij prostih fagov (P), neokuženih 
bakterij (U) in inficiranih bakterij (I) iz 10 mL bioreaktorja in koncentracije neokuženih 
bakterij (C) iz 25 mL bioreaktorja v dvostopenjskem kontinuirnem sistemu ob 





(108 CFU mL-1) 
P 
(108 PFU mL-1) 
U 
(108 CFU mL-1) 
I 
(108 CFU mL-1) 
0.01 0.06 1.53 0.093 0.75 0.968 
0.02 0.12 1.95 0.14 0.74 1.74 
0.03 0.18 1.90 0.52 0.70 2.12 
0.04 0.24 2.00 1.80 0.67 3.17 
0.05 0.3 2.15 1.77 0.20 1.83 
0.07 0.42 2.32 1.36 1.15 3.64 
0.08 0.48 2.80 2.60 0.95 2.53 
0.1 0.6 2.32 1.10 2.18 1.46 
Bakteriofagna koncentracija (P) narašča z višanjem pretoka od 0,01 mL min-1 do 0,04 mL 
min-1 do navidezne ustalitve vse do konca našega območja preiskovanja in sovpada 
koncentraciji inficiranih bakterijskih celic (I). Koncentracija neokuženih bakterijskih 
celic (U) je konstantna na račun večjega števila fagov, ki se adsorbirajo in inficirajo 
bakterijske celice. Vidimo lahko, da kljub sestradanosti manjši del inficiranih bakterij 
vendarle lizira in proizvaja bakteriofage, kar je v literaturi zabeleženo kot mrhovinarski 
odziv, kjer bakteriofag izkoristi zadnje vire glukoze in amino kislin v bakteriji za sintezo 
samo enega novonastalega bakteriofaga [22]. Večina inficiranih bakterijskih celic pa 
vstopi v hibernacijsko stanje, kar lahko sklepamo po primerljivi koncentraciji prostih 
bakteriofagov (P) s koncentracijo inficiranih bakterijskih celic (I). V primeru, da 
hibernacija ne-bi potekla bi pričakovali obratno razmerje koncentracij prostih 
bakteriofagov (P) in inficiranih bakterij (I), torej več prostih bakteriofagov v primerjavi 
z inficiranimi bakterijami. Za sam hibernacijski eksperiment je bilo zelo pomembno 
kvantitativno določiti koncentracijo inficiranih bakterijskih celic (I), saj smo jih v 
nadaljevanju izpostavili svežim hranivom in opazovali produkcijo bakteriofagov.  
Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 






Po vzpostavitvi ravnotežnega stanja v bioreaktorjih in dosegu konstantnega fiziološkega 
stanja bakterijskih celic, ki smo ga določili z uravnavanjem pretoka, smo 10 mL 
bioreaktor s sestradanimi neokuženimi bakterijami (U), prostimi bakteriofagi (P) in 
inficiranimi bakterijami v stanju hibernacije (I) pričeli voditi šaržno. Kot je opisano v 
poglavju 3.3.3:Vzorčenje, redčenje in metoda štetja plakov smo izolirali viabilne 
bakterijske celice od prostih bakteriofagov in jih resuspendirali v svežem tekočem 
gojišču, kar naj bi vzbudilo delovanje bakterijskega metabolizma.  
4.4.1 Hibernacijski efekt 
Bakterijsko kulturo E.coli v določenem fiziološkem stanju smo pričeli voditi šaržno in 
predpostavili, da je ob začetku šaržnega vodenja (0h) fiziološko stanje bakterije takšno, 
kot smo ga določili s hitrostjo redčenja v Cellstatu. Na sliki 21 lahko vidimo prikaz rastne 
krivulje bakterije E.coli, ki je opisana v poglavju 4.1:Rastna krivulja bakterije E.coli pri 
šaržnem gojenju, in območje specifičnih hitrosti rasti bakterijske kulture pri katerih je 
bilo izvedeno eksperimentalno delo. 
 
Slika 22:Prikaz območja hitrosti redčenja 10 mL bioreaktorja oziroma specifičnih hitrosti 
rasti bakterije E.coli pri eksperimentalnem delu s pomočjo določitve specifičnih hitrosti 
rasti v različnih točkah rastne krivulje E.coli.  
Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 





Sinhroni bakterijski kulturi v določenem fiziološkem stanju smo dodali sveža hraniva in 
spremljali koncentracijo bakteriofagov v mediju po času. Slika 23 nam prikazuje 
hibernacijski efekt, porast koncentracij prostih bakteriofagov po dodatku svežega gojišča 
takoj po pričetku šaržnega vodenja 10 mL bioreaktorja. Po 15-ih minutah lahko vidimo 
jasen prevoj vrednosti koncentracij prostih bakteriofagov (P) pri različnih fizioloških 
stanjih bakterijskih celic. 
 
Slika 23: Hibernacijski efekt takoj (0 ur) po pričetku šaržnega vodenja procesa. 
Koncentracija bakteriofagov kot logaritemska funkcija časa po dodatku svežih hraniv 
inficiranim bakterijam pri fizioloških stanjih določenih s hitrostjo redčenja. 
Po dodatku svežih hraniv se inficirane celice odzovejo s produciranjem bakteriofagov v 
zelo kratkem časovnem okviru, kar potrdi predpostavko Bryan-a in sodelavcev [22], da 
je bilo po uspešni fagni infekciji v sestradani bakterijski celici sintetizirano nekaj fagnih 
komponent, proteinov in potrebnih vitaminov, sam proces sestave bakteriofagov pa se je 
pričel ob dvigu metabolne energije bakterije. 
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Koncentracija bakteriofagov takoj po začetku šaržnega vodenja bioreaktorja, se v 60-ih 
minutah po dodatku svežih hranil poviša tudi za faktor 104. Po 60. minuti je vidna 
ustalitev koncentracije prostih bakteriofagov, kar kaže na vzpostavitev ravnotežja v 
bioreaktorju. Inficirane bakterije v hibernacijskem stanju se v določenih fizioloških 
stanjih odzovejo na sveža hraniva sinhrono. Posebno visok preskok v koncentraciji 
prostih bakteriofagov vidimo pri bakterijah s hitrostjo rasti 0,06 in 0,12 h-1. To so 
bakterije, za katere lahko glede na sliko 22 sklepamo, da so na pragu stacionarne faze 
rasti.  
4.4.2 Koncentracija neokuženih bakterijskih celic po dodatku svežega gojišča 
V procesu centrifugiranja in spiranja smo ločili bakteriofage od viabilnih bakterijskih 
celic v peletu, ki je vseboval tako inficirane bakterije v hibernacijskem stanju (I) in 
neokužene bakterije z nizko metabolno aktivnostjo (U). Literatura nas uči, da ob dodatku 
svežih hraniv neokuženim bakterijam v stacionarnem stanju metabolna aktivnost bakterij 
naraste [6]. Da bi preverili kako je s koncentracijo neokuženih bakterijskih celic po 
dodatku svežih hraniv smo vzorčili po času in določali število bakterij po kultivacijski 
metodi gojenja bakterijskih kolonij na trdem gojišču, kar je prikazano na sliki 24. 
 
Slika 24: Logaritemska funkcija koncentracije neokuženih bakterijskih celic (U) v 
odvisnosti od časa po resuspenziji v svežem gojišču. Eksperiment izveden pri začetnem 
vzpostavljenem ravnotežnem in fiziološkem stanju bakterij pri pretoku 0,05 mL min-1 
oziroma hitrosti redčenja v 10 mL bioreaktorju 0,3 h-1. 
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Koncentracija neokuženih bakterij po dodatku svežega gojišča po času pada, kar je 
najverjetneje posledica novih infekcij s strani novonastalih bakteriofagov, katerih 
koncentracija po času od dodatka svežega medija raste. Kljub resuspenziji sestradanih 
neokuženih bakterij v fazi limitacije v svežem gojišču, se specifična hitrost rasti bakterij 
ne poviša toliko, da bi lahko sledila hitrosti bakteriofagne infekcije. 
4.4.3 Hibernacijski efekt pri različnih začetnih fizioloških stanjih bakterij 
Da bi izvedeli kakšen je odziv na sveže gojišče, ko so bakterijske celice in bakteriofagi 
izpostavljeni selektivnemu pritisku in primanjkovanju hranil smo spremljali hibernacijski 
efekt tudi nekaj ur po pričetku šaržnega vodenja procesa, ko se hitrost rasti bakterijske 
kulture niža in se približuje stacionarni fazi rasti, kot je prikazano na sliki 22. Sledeči 
podatki so prikazani za fiziološko stanje bakterij, vzpostavljeno v Cellstatu s pretokom 
0,05 mL min-1 in pripadajočo hitrostjo redčenja 10 mL bioreaktorja 0,3 h-1. Vrednosti 
koncentracij bakterij in bakteriofagov pri ostalih fizioloških stanjih so v grafični obliki 
priloženi v prilogi 2. 
Za informacijo o dogajanju v šaržno vodenem bioreaktorju po odklopitvi od napajanja z 
določeno hitrostjo pretoka, brez da bi dodajali sveže gojišče, smo v odvisnosti od časa 
spremljali koncentracijo neokuženih bakterij (U), inficiranih bakterij (I) in prostih 
bakteriofagov (P), kar je prikazano na sliki 25 in v preglednici 5. 
 
Slika 25: Prikaz vrednosti koncentracij neokuženih bakterijskih celic (U), inficiranih 
bakterij (I) in prostih bakteriofagov (P) kot logaritemske funkcije pri začetnem 
fiziološkem stanju določenim s pretokom 0,05 mL min-1 v odvisnosti od časa od pričetka 
šaržnega obratovanja 10 mL bioreaktorja. 
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Na sliki 25 lahko do 4. ure opazimo začeten upad koncentracije neokuženih bakterij (U) 
in po 4. uri nenaden porast koncentracije v bioreaktorju. Čas podvajanja, ki smo ga 
določili bakteriji s hitrostjo redčenja znaša v primeru 0,3 h-1 (pretok 0,05 mL min-1), 2.3 
ure (enačba 11). Zaradi okolja limitiranega s hranivi in še dodatnega oskrunjenja okolja 
ob pričetku šaržnega vodenja, predvidevamo, da je čas podvajanja bakterijske kulture pri 
takšnih pogojih daljši in da traja približno 4 ure. Bakterijska populacija neokuženih 
bakterijskih celic se je v šaržnem bioreaktorju morala prilagoditi na neugodne razmere. 
Torej smo po 4. uri priča dvigu koncentracije neokuženih bakterij (U) v šaržnem reaktorju 
tudi na račun podvajanja, saj je bakterijam na voljo še nekoliko hraniv. Nenaden dvig 
koncentracije neokuženih bakterij pa lahko pojasnimo tudi iz vidika rastne prednosti v 
stacionarni fazi rasti (GASP: growth advantage in the stationary phase), ki nam višanje 
koncentracije bakterij obrazloži s pojavom mutantskih celic, ki so za razliko od 
starševskih, originalnih bakterij bolj prilagojene na neugodne razmere [30]. 
Z nadaljnjim vodenjem šaržnega procesa se iz faze limitacije približujemo stacionarni 
fazi rasti. Hraniv je vse manj, v mediju se kopiči veliko toksičnih produktov. Po 6. uri 
lahko v koncentraciji neokuženih bakterijskih celic zaznamo ponoven upad, kar lahko 
delno obrazložimo s porastom inficiranih celic in upadom prostih bakteriofagov, del 
neokuženih bakterijskih celic pa lahko vstopi v fazo odmiranja ali pa v dolgoročno 
stacionarno fazo. Odmrla populacija bakterij predstavlja svež vir hraniv v okolici, kar 
neokužene preostale bakterijske celice izkoristijo za binarno delitev. V literaturi je 
navedeno, da je dolgoročna stacionarna faza rasti prepoznana po ponavljajočem se vzorcu 
upada in dviga v koncentraciji neokuženih bakterij, kar lahko zaznamo tudi pri naših 
eksperimentih [30]. 
Kot že omenjeno odmrle bakterijske celice predstavljajo svež vir hraniv, kar omogoča 
povišanje metabolne aktivnosti bakterij. To velja za neokužene bakterije in prav tako za 
inficirane bakterije, kjer bakteriofagi nenaden dvig energije bakterije izkoristijo za lastno 
razmnoževanje, sintezo faznih komponent, sestavo bakteriofagov znotraj bakterije in 
naposled lizo inficiranih bakterij, kar nam obrazloži nenaden porast v koncentraciji 
bakteriofagov v navidez osiromašenem okolju in brez našega posredovanja, torej dodatka 
svežega gojišča. V šaržno vodenem procesu smo prav tako priča hibernaciji, le da tu niso 
nadzorovani in ponovljivi pogoji, prav tako pa imamo v mediju bakteriofage in bakterije, 
ki so se prilagodili okolici, selektivnemu pritisku in mutirali.  
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Preglednica 5: Vrednosti koncentracij prostih bakteriofagov (P), neokuženih bakterij(U) 
in inficiranih bakterij (I) v odvisnosti od časa šaržnega vodenja 10 mL bioreaktorja z 





(108 PFU mL-1) 
Koncentracija 
neokuženih bakterij [U] 
(108 CFU mL-1) 
Koncentracija 
inficiranih bakterij [I] 
(108 CFU mL-1) 
0 2.35 0.98 2.08 
4 10.0 0.198 16.0 
6 28.3 19.3 2.33 
8 19.2 1.14 10.1 
10 277.1 21.0 1.33 
24 130.0 14.5 11.7 
 
Pri različnih fizioloških stanjih smo več ur po pričetku šaržnega vodenja 10 mL 
bioreaktorja opazovali kako intenziven je hibernacijski efekt ter ali do efekta sploh pride. 
Sinhrono mikrobno populacijo smo ob več urah šaržnega obratovanja bioreaktorja 
izpostavili svežemu gojišču in vzorčili takoj po začetku šaržnega vodenja bioreaktorja 
(0h), po 1 uri šaržnega vodenja, po 2 urah, 3 urah, 4 urah, 8 urah in 24 urah in z 
resuspenzijo viabilnih celic v svežem gojišču, kot je opisano v poglavju 4.4.1: 
Hibernacijski efekt spremljali koncentracijo prostih bakteriofagov v mediju. Na sliki 26 
je prikaz hibernacijskega efekta pri primarno določenem fiziološkem stanju bakterij s 
hitrostjo redčenja 0,3 h-1 ob več urah po pričetku šaržnega obratovanja 10 mL 
bioreaktorja.  
Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 









Slika 26: Prikaz hibernacijskega efekta bakterijskih celic predhodno določenega 
fiziološkega stanja s 0,3 h-1 hitrostjo redčenja ob različnih časih vzorčenja po pričetku 
šaržnega obratovanja 10 mL bioreaktorja 0, 1, 2, 3, 4, 8 in 24 ur. Kot hibernacijski efekt 
je grafično prikazana koncentracija prostih bakteriofagov kot logaritemska funkcija v 
odvisnosti od časa po dodatku svežih hraniv.  
Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 





Slika 26 nam v različnih časih po pričetku šaržnega obratovanja 10 mL bioreaktorja kaže 
različne odzive na dodatek svežega gojišča, kar je posledica fizioloških sprememb 
bakterijskih celic. V začetku imamo v bioreaktorju bakterijske celice, katerih čas v 
kontaktu z bakteriofagi je bil nadzorovan s pretokom oziroma s hitrostjo redčenja. 
Dovajano je bilo sveže gojišče, ki je diktiralo hitrost rasti bakterijskih celic. S šaržnim 
obratovanjem bakterijskim celicam sveže gojišče ni bilo dovajano, prav tako pa so bile v 
konstantnem kontaktu z bakteriofagi. Bakterijske celice torej niso imele na voljo 
konstantnega okolja, kar glede na literaturo pomeni da so bile dovzetne za selektivni 
pritisk za bakterijske mutacije [15, 30].  
Pri vseh urah od pričetka šaržnega obratovanja bioreaktorja opazimo porast v 
koncentraciji prostih bakteriofagov po dodatku svežih hraniv po čemer sklepamo, da je 
prišlo do hibernacijskega efekta vendar ob različnih latentnih periodah. Na sliki 26 lahko 
opazimo, da prične koncentracija prostih bakteriofagov naraščati 20 minut po dodatku 
svežega gojišča v prvih treh urah po pričetku šaržnega obratovanja bioreaktorja, po 4. uri 
pa nekoliko prej, po čemer sklepamo, da je prišlo poleg prej omenjene prilagoditve 
neokuženih bakterij (U) tudi do prilagoditve inficiranih bakterij (I) prav tako pa vemo, da 
so bile ob 4. uri bakterijske celice deležne manjše količine hraniv že v šaržnem procesu, 
kot posledica odmiranja ostalih bakterij (slika 25). Prav tako lahko krajšo latentno periodo 
hibernacijskega efekta obrazložimo tudi pri 8. uri, kjer se porast bakteriofagov pojavi po 
15 minutah od dodatka svežega gojišča. Hibernacijski efekt 24 ur po pričetku šaržnega 
obratovanja bioreaktorja in nato resuspenzije bakterij v svežem gojišču pa je nekoliko 
drugačen. Bakterijske celice in bakteriofagi so bili 24 ur v bioreaktorju, kjer je potekala 
konformacija mikroorganizmov, možen razvoj rezistence bakterij na bakteriofage. Po 
dodatku svežega gojišča lahko na sliki 26 vidimo pri 24 urah takojšen porast v 
koncentraciji prostih bakteriofagov, po 5 minutah pa upad, ki mu sledi porast po 30 
minutah. Oblika krivulje nas spominja na krivuljo na sliki 25, ki predstavlja dolgoročno 
stacionarno fazo rasti bakterijskih celic in cikla hibernacije ter produkcije bakteriofagov. 
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4.4.4 Brstno število hibernacijskega efekta 
Porast v koncentraciji prostih bakteriofagov (P) po resuspendiranju inficiranih bakterijkih 
celic v določenem fiziološkem stanju v sveže gojišče smo ovrednotili kot brstno število, 
ki predstavlja število novonastalih bakteriofagov iz ene inficirane bakterijske celice. Po 
postopku ki je opisan v poglavju 3.3.4: Izračun brstnega števila pri pojavu hibernacije 
smo izračunali brstna števila bakterijskih celic v posameznih fizioloških stanjih v stanju 
hibernacije in vrednosti grafično prikazali na slikah 27 in 28.  
Na sliki 27 je prikaz izračunanih brstnih števil hibernacijskega efekta v začetku šaržnega 
obratovanja bioreaktorja (0h), ko je bilo bakterijsko fiziološko stanje stabilno in določeno 
z uravnavanjem pretoka oziroma s hitrostjo redčenja v 10 mL bioreaktorju.  
 
Slika 27: Brstna števila hibernacijskega efekta bakterij v različnih fizioloških stanjih ob 
pričetku šaržnega obratovanja bioreaktorja (0 h) v odvisnosti od hitrosti redčenja v 10 mL 
bioreaktorju. 
Brstna števila se višajo z naraščanjem hitrosti redčenja. Viden je skoraj linearni trend 
naraščanja vrednosti brstnega števila hibernacijskega efekta z naraščanjem hranil 
dovajanih bakterijam. V najnižji točki pretoka oziroma hitrosti redčenja našega obsega 
eksperimentalnega dela je brstno število 1,73, kar predstavlja povprečno vrednost 
novonastalih, popolno sestavljenih bakteriofagov iz ene inficirane bakterijske celice. 
Izračun brstnega števila temelji tako na razliki v povišanju koncentracije prostih 
bakteriofagov kot na koncentraciji inficiranih bakterijskih celic. Nizko brstno število je 
pri nižjih hitrostih redčenja kljub visokemu porastu koncentracije prostih fagov (slika 23) 
posledica visoke koncentracije inficiranih celic. Pri hitrosti redčenja 0,6 h-1 pa smo priča 
višjemu brstnemu številu, ki znaša 19,2.  
Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 






Slika 28: Brstna števila hibernacijskega efekta bakterij v različnih fizioloških stanjih ob 
začetku in več ur po pričetku šaržnega obratovanja bioreaktorja v odvisnosti od hitrosti 
redčenja v 10 mL bioreaktorju. 
Z primerjavo brstnih števil pri dolgotrajnem šaržnem obratovanju bioreaktorja smo, kot 
je opisano v poglavju 4.4.3: Hibernacijski efekt pri spremenljivih fizioloških stanjih 
bakterij spremljali hibernacijski efekt sestradanih bakterij, ki so bile dlje časa v stiku z 
bakteriofagi in so se morebiti neugodnim razmeram prilagodile z mutacijskimi 
spremembami. Slika 28 prikazuje brstna števila v odvisnosti od pripadajočih hitrosti 
redčenj s katerimi smo določili specifično hitrost rasti bakterijskih celic na začetku 
šaržnega obratovanja 10 mL bioreaktorja. Prikazane vrednosti izkazujejo prav tako 
linearen trend kot vrednosti brstnih števil hibernacijskega efekta v začetku šaržnega 
obratovanja vse do zadnje točke, hitrosti redčenja 0,6 h-1, kjer opazimo izjemno 
razpršenost vrednosti brstnih števil. Temu je lahko tako, ker smo glede na rastno krivuljo 
bakterije E.coli (slika 18) na začetku faze limitacije, kar pomeni, da v večini bakterijskih 
celic poteka propagacija bakteriofagov brez dodatka svežega gojišča in da je pri takšnem 
fiziološkem stanju le nekaj bakterijskih celic, ki hibernirajo. 
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5 Zaključek  
Veliko študij interakcij bakteriofaga in bakterije je bilo narejenih z uporabo bakterij v 
eksponentni fazi rasti, ko se bakterija deli z najvišjo hitrostjo rasti in ima dovolj energije. 
A in vitro pogoji se razlikujejo od pogojev in vivo, kjer je navadno okrnjena zaloga 
nurientov, se pravi oligotropno okolje.  
Za učinkovitost bakteriofagne terapije v človeškem telesu, kjer so bakterijske okužbe 
večinoma v neprijaznem okolju, je potrebno raziskati tudi interakcije bakteriofaga in 
bakterije v stacionarni fazi rasti, z razvitim obrambnim mehanizmom in nizko metabolno 
aktivnostjo. 
Z eksperimenti smo želeli doseči določeno fiziološko stanje neokuženih in inficiranih 
bakterij približujoč se stacionarni fazi rasti in preveriti uspešnost infekcije z bakteriofagi. 
Prav tako smo želeli preučiti svež pojem hibernacija, ki predstavlja bakterijsko dormantno 
stanje, kjer bakteriofagi v bakteriji mirujejo vse do povišanja energije in preveriti kakšna 
je produktivnost bakteriofagov v takšnih bakterijah. 
Kot navedeno v prvi hipotezi, smo z nižanjem hitrosti redčenja vplivali na hitrost rasti 
bakterijske kulture, kjer smo se približevali stacionarni fazi rasti. Tekom eksperimentov 
smo dokazali, da bakteriofagi inficirajo bakterijske celice kljub sestradanosti in da sama 
infekcija poteče pri vseh preverjenih fizioloških stanjih bakterij. Inficirane bakterije 
hibernirajo v okolju limitiranem s hranivi, kar pomeni da po uspešni infekciji propagacija 
bakteriofagov ne poteče vse dokler bakterija ni izpostavljena ugodnim okoliščinam. 
Neokužene bakterije pa se usmerijo v sintezo proteinov za obrambni mehanizem.  
Dokazali smo, da se z dodatkom svežega gojišča bakterijam poviša metabolna aktivnost 
in tako potrdili drugo hipotezo. Bili smo pozorni na neokužene bakterije in inficirane 
bakterije v hibernacijskem stanju kjer se je pojav novonastalih bakteriofagov zunaj 
bakterije nadaljeval šele po povišanju bakterijske metabolne energije ob dodatku svežega 
gojišča. Pojav novonastalih infektivnih bakteriofagov zunaj bakterij po dodatku svežih 
hraniv smo poimenovali hibernacijski efekt, ki se pojavi le približno 15 do 20 minut po 
'obuditvi' bakterije, kar pomeni, da bakteriofagi prevzamejo nadzor nad bakterijsko celico 
takoj, ko ima le-ta dovolj energije za sintezo in sestavo preostalih fagnih komponent.  
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Do hibernacijskega efekta je prišlo pri vseh preizkušenih fizioloških stanjih bakterijske 
kulture, celo pri najnižjih hitrostih redčenja s katerimi je bila bakterijska kolonija na pragu 
stacionarne faze rasti. Dokazali smo da lahko do hibernacijskega efekta pride tudi ko vir 
svežih hraniv predstavljajo odmrle bakterije, vendar pa tukaj še ne vemo za kakšen vir 
hraniv gre. Potrebna je pazljivost, saj gre v takšnih razmerah za selektiven pritisk 
bakterijske populacije in različne mutacije, ki bakterijam omogočajo uporabo vsebine 
odmrlih celic za trenutno obuditev metabolizma. 
Porast koncentracije bakteriofagov smo izračunali kot brstno število, ki narašča v 
odvisnosti od hitrosti redčenja od vrednosti 1,73 do 19,2 PFU na celico. S tem smo 
potrdili tudi zadnjo hipotezo, in sicer da je hitrost rasti populacije bakteriofagov odvisna 
od fiziološkega stanja bakterijske celice.  
Bakterije kjer je potekalo zelo malo metabolnih aktivnosti so proizvedle povprečno manj 
bakteriofagov ob dodatku svežega gojišča kot bakterije z višjo metabolno aktivnostjo. 
Bakteriofagi v bakterijski celici izkoristijo vso energijo, ki jo bakterijska celica lahko 
sprejme v danem trenutku. Bakterije, vodene pri zelo nizkih hitrostih redčenja kot so 0,06 
h-1 in 0,12 h-1 imajo dobro vzpostavljen vzdrževalni mehanizem, zato bi po teoriji 
potrebovale več časa za prilagoditev novemu okolju s svežimi hranivi, oziroma bi imele 
daljšo lag fazo, da bi pričele delovati normalno in bi bakteriofagi lahko prevzeli nadzor 
nad metabolizmom. Temu ni tako, kar nam kažejo vrednosti brstnih števil pri najnižjih 
hitrostih redčenja, kar pomeni da se produkcija bakteriofagov začne, ko ima bakterija še 
vedno dobro vzpostavljene obrambne mehanizme, lizocimi pa že načenjajo celično 
membrano. 
Za uspešnost bakteriofagne terapije je torej potrebno upoštevati tudi možnost hibernacije 
bakterijske celice, saj je drugače učinkovitost terapije vprašljiva, saj tako ne dobimo 
lokalnega povečanja koncentracije bakteriofagov na mestu bakterijske okužbe. Potrebno 
je ugotoviti, kako se lahko izognemo sami hibernaciji. Študijo hibernacije je prav tako 
potrebno razširiti na druge vrste bakterijskih celic, kjer zdravljenje z antibiotiki ne pride 
v poštev. 
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PRILOGA 1: Prikaz načrta za eksperiment hibernacije 
ŠARŽNO: 
1h 
VZAMEŠ 1ml vzorca iz reaktorja VZORČIŠ 50ul CFU(1h) U(1h) 
Iz reaktorja brez kloroforma 
brez centrifuge 
50ul PFU (I+P) I+P (1h) 
DAŠ NA CENTRIFUGO (loči se pelet in supernatant) IZ 
SUPERNATANTA skozi filter, določitev prostih fagov 
P (1h) 
Odpipetiraš supernatant in dodaš 1000ul SM in na vortex 
NA CENTRIFUGO Odpipetiraš supernatant in dodaš 1000ul SM in na vortex 
NA CENTRIFUGO Odpipetiraš supernatant in dodaš 1000ul LB medija- PRIČNEŠ MERITI ČAS 
0min 50ul v 450 ul SM in skozi filter v 0 redčenje P0(1h) 
5min 50ul v 450 ul SM in skozi filter v 0 redčenje P5(1h) 
15min 50ul v 450 ul SM in skozi filter v 0 redčenje P15(1h) 
30min 50ul v 450 ul SM in skozi filter v 0 redčenje P30(1h) 
1h 50ul v 450 ul SM in skozi filter v 0 redčenje P1(1h) 
2h 50ul v 450 ul SM in skozi filter v 0 redčenje P2(1h) 
  
KONTINUIRNO: 
Iz 1. reaktorja 25ml kjer so samo bakterije naredi CFU – 50ul   (pred začetkom eksperimenta) C 
ŠARŽNO: 
0h 
VZAMEŠ 1ml vzorca iz 
reaktorja 
VZORČIŠ 50ul CFU(0h) U(0h) 
Iz reaktorja brez kloroforma 
brez centrifuge 
50ul PFU (I+P) I+P (0h) 
DAŠ NA CENTRIFUGO (loči se pelet in supernatant) IZ 
SUPERNATANTA SKOZI FILTER ZA DOLOČITEV PROSTIH FAGOV 
P (0h) 
Odpipetiraš supernatant in dodaš 1000ul SM in na vortex 
NA CENTRIFUGO Odpipetiraš supernatant in dodaš 1000ul SM in na vortex 
NA CENTRIFUGO Odpipetiraš supernatant in dodaš 1000ul LB medija- PRIČNEŠ MERITI ČAS 
0min 50ul v 450 ul SM in skozi filter v 0 redčenje P0(0h) 
5min 50ul v 450 ul SM in skozi filter v 0 redčenje P5(0h) 
15min 50ul v 450 ul SM in skozi filter v 0 redčenje P15(0h) 
30min 50ul v 450 ul SM in skozi filter v 0 redčenje P30(0h) 
1h 50ul v 450 ul SM in skozi filter v 0 redčenje P1(0h) 
2h 50ul v 450 ul SM in skozi filter v 0 redčenje P2(0h) 
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PRILOGA 2: Prikaz hibernacijskega efekta bakterijskih celic predhodno določenega 
fiziološkega stanja ob različnih časih vzorčenja po pričetku šaržnega obratovanja 10 mL 
bioreaktorja. 
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 0,02 mL min-1 pretok oziroma hitrost redčenja D10 0,12 h-1: 
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 0,03 mL min-1 pretok oziroma hitrost redčenja D10 0,18 h-1: 
 
  
Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 





 0,04 mL min-1 pretok oziroma hitrost redčenja D10 0,24 h-1: 
 
  
Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 





 0,07 mL min-1 pretok oziroma hitrost redčenja D10 0,42 h-1: 
 
  
Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 





 0,08 mL min-1 pretok oziroma hitrost redčenja D10 0,48 h-1: 
 
  
Vpliv fiziološkega stanja bakterije Escherichia coli na pojav hibernacije pri tvorbi bakteriofagov. 





 0,1 mL min-1 pretok oziroma hitrost redčenja D10 0,6 h-1: 
 
  
